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Eine einfache und schnelle Methode zur genauen Bestimmung 
von sehr kleinen Arsenmengen in biologischen Substanzen 
Von 
J. Bodnar, Odin Szép und Vilmos Cieleszky 
Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem gerichtlich-chemischen Laboratorium des medizinisch-chemischen Instituts 
der Universitit Debrecen, Ungarn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1940) 


Die tiberwiegende Mehrzahl der im Schrifttum zur Bestim- 
mung sehr kleiner Arsenmengen bzw. Arsenspuren angegebenen 
Methoden beruhen auf der Tatsache, daB das Arsen durch nas- 
zierenden Wasserstoff in Arsenwasserstoff iibergefiihrt wird. Im 
weiteren gliedern sich diese Methoden nach der Art der Bestim- 
mung des im Arsenwasserstoff anwesenden Arsens in 3 Gruppen: 

1. Die colorimetrischen Methoden') beruhen auf den Farbenveriinde- 
rungen, welche durch das Einwirkenlassen des Arsenwasserstoffes auf mit 
Silbernitrat oder mit Quecksilberchlorid bzw. -bromid (auch mit Goldchlorid) 
—. Papierstreifen entstehen. 

Eine Vergleichung des im Marshschen Apparat gebildeten Arsen- 
ving mit einer aus bekannten Arsenmengen hergestellten Spiegelskala’). 

. Die titrimetrischen Methoden®*), bei welechen das Arsen durch Ein- 
ii des Arsenwasserstoffes in eine Reagenzlésung (Quecksilberchlorid, 
Silbernitrat, Jodlésung) und Zuriicktitrieren des Reagenziiberschusses oder 
nach Uberfiihrung des Arsenwasserstoffes in Arsenspiegel und durch Ti- 
trieren in der Lésung des Spiegels bestimmt wird. 

Nach unseren Erfahrungen geben die colorimetrischen Me- 
thoden manchmal ganz brauchbare Resultate. Oft kommen aber 
auch solche Fille vor, wo die Differenz zwischen den vorgelegten 
und gefundenen sehr kleinen Arsenmengen 50°/, oder auch mehr 
erreichen kann. Daneben ist die Herstellung der zum Vergleich 
dienenden Papierfarbenskala, wobei man eine Reihe von Versuchen 


- mit bekannten Mengen Arsen ausfiihren mu8, sehr schwerfiillig. 


Dazu kommt noch als groBer Nachteil der colorimetrischen Arsen- 
bestimmung, daB die Farbung der Skala sich nicht gut hilt, so 
daB sie immer frisch hergestellt werden mub. 

Die Bestimmungen durch Vergleich des Arsenspiegels mit 
einer Spiegelskala fihrten auch oft zu unsicheren Resultaten. Das 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 1 
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genaue Einhalten der Versuchsbedingungen (Dimensionen des 
Arsenrohres, Strémungsgeschwindigkeit des Wasserstoffes, Kiib. 
lungsintensitit usw.) welche die relativ quantitative Ausscheidung 
des Arsenspiegels stark beeinflussen, stoBen auf groBe Schwierig. 
keiten, 

Kine solche titrimetrische Methode, bei welcher der Arsen- 
wasserstoff durch ein Reagens zersetzt und der UberschuB des 
Reagens zuriicktitriert wird, hat den Nachteil, daB die Reaktion 
nicht spezifisch genug ist; sie kann auBer von Arsenwasserstoff 
auch durch andere Gasprodukte (besonders Schwefelwasserstoff) 
hervorgerufen werden. Hine viel sicherere Basis haben jene titri- 
metrischen Methoden, die auf der Grundlage der klassischen 
Marshschen Probe beruhen. Die Liésung des Arsenspiegels in 
einer Reagenzlésung und das Titrieren des Arsens in dieser Spiegel- 
lésung kann man als eine Methode betrachten, wo wirklich nur 
Arsen zur Bestimmung gelangt, natiirlich vorausgesetzt, daB der 
Arsenspiegel ganz frei von Antimon ist. Viele Forscher haben 
sich mit dem jodometrischen Titrierverfabren des Arsenspiegels 
beschaftigt. Vor kurzem zeigten aber Gangl und Vazquez 
Sanchez‘), daB sich das Arsen in der Jodlésung nur sehr schwer 
auflést, in vielen Fallen war es sogar notwendig, die Jodlésung 
mehrere Tage lang unter stundenlangem Schiitteln auf den Arsen- 
splegel einwirken zu lassen, und da diese lange Prozedur auch 
mit Jodverlusten verbunden ist. 

Gangl und Vazquez Sanchez‘) haben auf Grund der 
Untersuchungen von Andrews’), Lang®) und von Kubina’) eine 
entsprechende Mikromethode zum Titrieren des Arsenspiegels 
ausgearbeitet. Sie beruht darauf, daB der Arsenspiegel in Jod- 
monochlorid gelést und das frei gemachte Jod in stark salzsaurer 
Lésung unter Zusatz von Kaliumcyanid mit Kaliumjodatlésung 
bis zum Verschwinden der Jodreaktion titriert wird. Wir haben 
uns mit diesem Titrierverfahren des Arsenspiegels eingehend be- 
schaftigt*), die Methode brauchbar gefunden und eine Ver- 
feinerung des Titrierens durchgefihrt, woriiber im Kapitel 
des Titrierens des Arsenspiegels ausfiihrlich berichtet wird. 

Das in der Versuchslésung vorhandene Arsen liBt sich nur dann genau 
bestimmen, wenn es in seiner ganzen Menge quantitativ zum Arsenwasser- 
stoff bzw. zum Arsenspiegel umgewandelt wird. Es ist das Verdienst von 
Gangl und Vazquez Sanchez‘) gezeigt zu haben, da8B diese Umwandlung 
in dem gewoéhnlichen Marshschen Apparat nicht quantitativ verliuft. Des- 


halb haben diese Forscher einen Apparat konstruiert, in welchem erreicht 
wird: 1. eine quantitative Umwandlung des Arsens zum Arsenwasserstofi 
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durch Verwendung einer groBen Zinkoberfliiche (wenig Zinkpulver oder viel 
anuliertes Zink), 2. eine Abscheidung des ganzen Arsens in einem Arsen- 
spiegel durch Auskochen des absorbierten Arsenwasserstoffes aus der schwefel- 
gauren Lisung und durch Anwendung eines dickwandigen Zersetzungsrohres 
aus Bergkrystall (Quarzrohr) anstatt des gewéhnlichen Arsenrohres. 
Das Quarzrohr ist ein sehr wichtiger Bestandteil des Apparates. Jener 
Teil des Quarzrohres, welcher bis zum Gliihen erhitzt wird, ist zu einer Spirale 
ausgebildet. Es hat eine innere Weite von 1 mm, die vor der Gliihstelle auf 
0.2mm eingeengt ist, um die Gasstrémungsgeschwindigkeit zu erhéhen. 
Dadurch wird eine riickliufige Gasbewegung, zugleich ein Riicktransport 
yon Arsen und folglich eine Zweiteilung des Arsenspiegels verhindert. 


Wir haben nach dem Gang] und Vazquez Sanchezschen 
Verfahren zahlreiche Arsenbestimmungen durchgefihrt®), und nach 
unseren Erfahrungen sind die Differenzen zwischen den vorge- 
legten und den gefundenen Arsenmengen (von 5—100 y) immer 
negativ, sie stelgen annahernd mit der Ausgangsmenge des Arsens, 
sie sind aber auch bei 100 y Arsen (mit granuliertem Zink ge- 


| arbeitet) héchstens um 6°/,. 


Bei dem Verfahren von Gangl und Vazquez Sanchez 
wird auch Antimon beim Arsen mitbestimmt. Daher ist es frag- 
lich, ob die in Naturprodukten bestimmbaren sehr kleinen Arsen- 
mengen in ihrer ganzen Menge als Arsen betrachtet werden kén- 


' nen. Deshalb bemiihten wir uns, das Arsen frei vom Antimon zu 


bestimmen. Wir erreichten dieses Ziel auf Grund der qualitativen 
Versuche von Tananaeff und Ponomarjeff®) vollstandig da- 
durch, daB wir die Reduktion des Arsens zu Arsenwasserstoff 
statt durch Zink und Schwefelsiiure durch schwammiges Zinn 
und Salzsiure ausfiihrten. Durch diese Mittel wird nimlich das 
Antimon nicht zu Antimonwasserstoff reduziert. Die Arsen- 
bestimmungen mit Zinn und Salzsiure lassen sich ohne Stérungen 
und mit aihnlicher Genauigkeit wie mit Zink und Schwefelsiure 
durchfiihren und als ein weiterer Vorteil kommt noch hinzu, dab 
die Bestimmung mit Zinn und Salzsiure viel weniger Zeit in 
Anspruch nimmt. Aus unseren friiheren Versuchen sollen hier 
einige Daten mitgeteilt werden. 
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Auch in Gegenwart von grofen Antimonmengen (15fache des 
Arsens) ergeben sich dieselben guten Resultate. 

Wir haben anfangs die Arsenbestimmungen mit Zinn und 
Salzsiiure in dem Apparat von Gangl und Vazquez Sanchez 
ausgefiihrt. Bald zeigte sich aber die Notwendigkeit einer Ver. 
einfachung dieses Apparates, was uns nach vielen Vorversuchen 
in vollem MaBe gelungen ist !°). Die einzelnen Bestandteile unsere; 
einfachen Apparatur sind in jedem Laboratorium zu finden mit 
Ausnahme des Quarzrohres*), welches der einzige Bestandteil 
ist, den wir von Gangl und Vazquez Sanchez, aber ohne 
Schliff, iibernommen haben. Das Quarzrohr verteuert jedoch 
unsere einfache Apparatur iiberhaupt nicht, weil es wegen seiner 
langen Brauchbarkeit viel wirtschaftlicher ist als das gewéhnliche 
Arsenrohr aus schwer schmelzbarem Glas. Man kann nimlich 
mit einem einzigen Quarzrohr nach unseren Erfahrungen etwa 
100 Arsenbestimmungen ausfiihren, dagegen geht das Arsenrohr 
schon nach 2—3 Bestimmungen zugrunde. 

Mit unserer einfachen Apparatur liBt sich das Arsen auch 
in Gegenwart von Antimon ebenso genau bestimmen wie mit dem 
komplizierteren und kostspieligen Apparat (Kiihlung mit flieBen- 
dem Wasser, leicht zerbrechliche Glasschliffe und Verschmelzungen 
des Apparates) nach Gangl und Vazquez Sanchez. 

Unsere einfache, schnelle, genaue Werte liefernde und auch 
das Antimon ausschlieBende Methode wurde bisher nur zur Be- 
stimmung von den in reinen Lésungen vorhandenen sehr kleinen 
Arsenmengen angewendet?*). Daher wurde es jetzt unsere Auf- 
gabe, Arsen auch in biologischen Substanzen so zu bestimmen. 

Die Arsenbestimmung in biologischen Substanzen erfordert 
vorerst eine Zerstérung der organischen Masse bzw. eine Minerali- 
sierung des in der Untersuchungssubstanz vorhandenen Arsens. 

Bei forensischen Untersuchungen auf Arsen in Leichenteilen findet dic 
alte Zerstérungsmethode nach Fresenius und Babo durch Kaliumehlorat 
und Salzsiiure eine allgemeine Verwendung. Das in der Zerstérungslisung 
befindliche Arsen kann nur dureh sehr langwierige Operationen") (Aus- 
fillung des Arsens durch lingeres Einleiten yon Schwefelwasserstoff, nach- 
her Filtration, Waschen, Auflésen und Oxydation des Niederschlages) in 
eine solche Form (ganz frei von organischen Verbindungen) gebracht werden, 
daB man es im Marshschen Apparat einer Reduktion durch Zink und 
Schwefelsiiure unterwerfen kann. Dazu kommt noch jener Umstand, dal 


die Ausscheidung sehr kleiner Arsenmengen aus der Zerstérungslésung mit 
groBen Schwierigkeiten verbunden ist. Nach Versuchen von Gadamer™) 


*) Zu beziehen von der Firma Paul Haack, Wien IX, Garelligasse 4. 





Methode 


bleiben | 
Arsen 10 
Denigé 
des Arse 
Lisung ‘ 
der obig' 
Un 
Arsens 
nitzt W 
lésung 
zu Arse! 
Versuck 
einer | 
storung 
Verfahr 
Genaui; 
des in 
welche 
Menge 
losung 
ist, da 
menge, 
also m 
stimmb 


Arsen 




































Methode zur genauen Bestimmung von sehr kleinen Arsenmengen usw. 5 


bleiben in 100 cem nach Ausfillung mit Schwefelwasserstoff bis zu 10 y 
Arsen in der Lésung. Fiir diesen Fall empfiehlt er die Zerstérung nach 

Denigés*) oder nach Lockemann”™) auszufiihren, wo man eine Fillung 
d jes Arsens umgeht und man eine im Marshschen Apparat direkt priifbare 
Lisung erhilt. Eine groBe Schwierigkeit:bereitet aber bei der Anwendung 
der obigen Zerstérungsmethoden ihre groBe Langwierigkeit. 


1 Unsere Bestimmungsmethode, bei welcher zur Reduktion des 
' M Arsens als Reduktionsmittel Zinn in stark salzsaurer Lésung be- 
t M nitzt wird, fihrte uns auf den Gedanken, das in der Zerstérungs- 
| #@ lssung anwesende Arsen direkt, also ohne vorherige Ausfillung 
> HZ mw Arsenwasserstoff reduzieren zu lassen. Die ersten orientierenden 
| # Versuche in dieser Richtung zeigten, daB eine vorgelegte mit 
’ # einer biologischen Substanz vermischte Arsenmenge nach Zer- 
 @ stérung der Substanz in der Zerstérungslésung — beim selben 
| @ Verfahren wie bei reiner Arsenlésung — nicht mit der gewiinschten 
Genauigkeit sich bestimmen lé8t. Wir beniitzten zu Reduktion 
des in reiner Lésung vorhandenen Arsens 2 g schwammiges Zinn, 
welche Menge sich immer geniigend bewahrte. Bei Erhéhung der 
Menge des Zinns bei der Arsenbestimmung in der Zerstérungs- 
lisung stellte sich bald heraus, wie dies aus der Tab. I ersichtlich 
ist, daB das vorgelegte Arsen erst mit einer viel gréBeren Zinn- 
menge, und zwar durch 20g mit einem Fehlbetrag von —2,1 °/, — 
also mit einer Genauigkeit wie in reiner Arsenliésung — _ be- 


stimmbar ist. 
Tabelle I 


Arsenbestimmungen*) in Zerstérungslésung (20 cem) von je 10g Niere 
mit verschiedenen Zinnmengen 





Schwammiges | Vorgelegt | Gefunden | Differenz im Mittel 
Zinn Arsen Arsen Pe eae eye 
4 . bd i id Y "lo 
——————————— io 
a) 20 16,80 > | 7: 
5 20 — ee oe 
10 20 17,50 90 2 OF 
10 %0 16,92 a 2, ‘ 4) — 13,95 

15 20 18,12 Re 

15 20 18,76 Fina OPPREY vs 

20 20 19,60 ; 21 
20 20 19,56 | ee 
25 20 19,52 - 9 9K 
25 20 19,58 “RRP 4, Se 











*) Hier wurde das Titrieren nach Gangl und Vazquez Sanchez 
mit in 7/,o,cem geteilter Biirette durchgefiihrt. 
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Auch bei kleineren Arsenmengen als 20 y ist die Anwendung 


von 20g Zinn erforderlich. Diese Zinnmenge verteuert unsere 
Methode nicht, nachdem nur 2—8¢ davon bei einer Bestimmung 
zar Reduktion verbraucht wird, und das zuriickgebliebene Zinn 
nach entsprechendem Reinigen (vgl. spiiter) weiter verwendet werden 
kann. 

Kine genaue Beschreibung unserer Methode zur Bestimmung 
sehr kleiner Arsenmengen — und zwar von 5y abwirts — 
in biologischen Substanzen mit Beleganalysen und mit Riicksicht 
auf alle wichtigen Einzelheiten geben wir im folgenden. 


1. Zerstérung der Untersuchungssubstanz 


Erforderliche Reagenzlisungen 

Rauchende Salzsiure: Acidum hydrochloricum 1,19 pro usu forensi 
,,Kahlbaum“, oder Salzsiure 1,19 fiir forensische Zwecke ,,Riedel“. 

Verdiinnte Salzsiure: 1 Teil rauchende Salzsiiure wird mit 2 Teilen 
destilliertem Wasser*) verdiinnt. 

Natriumchloratlésung: 50 g Natrium chloricum puriss. cryst. 
Merck‘ werden in 100 cem destilliertem Wasser gelést. 

Das auf Arsengehalt zu untersuchende Organ wird mittels 
Schere oder in der Latapie-Mihle zerkleinert. Wir haben uns 
durch besondere Versuche iiberzeugt, daB der frische Organbrei, 
welcher wahrend der Zerkleinerung mit Metallteilen in Beriihrung 
kommt, kein Arsen aufnimmt. Zur Bestimmung werden je nach 
dem Arsengehalte des frischen Organbreies einige Gramme (hich- 
stens 15 g) hiervon beniitzt. Es kann ganz ruhig eine so kleine 
Menge des Organbreies genommen werden, daB die Menge des 
zur Bestimmung gelangenden Arsens nur einige Gamma, sogar 
Zebntelgamma ausmacht, nachdem laut unseren Versuchen (vgl. 
Titrieren des Arsenspiegels) Arsenmengen von 5 y abwiirts bis au 
einigen Zehntelgamma noch sehr genau titriert werden kénnen. 
Auf gleiche Weise wird zur Arsenbestimmung die Menge der 
getrockneten Organe (Organpulver), von Harn, und von anderen 
Korperfliissigkeiten bemessen (hiéchstens 3 g Organ- oder Kérper- 
fliissigkeitstrockensubstanz und etwa 7 g Harntrockensubstanz). 

Die Untersuchungssubstanz wird in einen 100 ccm fassenden 
weithalsigen EKrlenmeyer-Kolben aus Jenaer Glas eingewogen, 


*) Als destilliertes Wasser wird bei allen Operationen der Arsen- 
bestimmung ein mit dem selbsttitigen Wasserdestillationsapparat nach Stad- 
ler von Schott und Genossen in Jena unter Zugabe von Kaliumpermanganat 
hergestelltes destilliertes Wasser verwendet. 
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welcher mit dem in Fig. 2 dargestellten Reduktionskolben identisch 
ist. Dadurch wird die Zerstérung der Untersuchungssubstanz und 
die Reduktion des Arsens in demselben Gefi8 durchgefihrt, was 
yom Standpunkte der Einfachheit der Methode nicht ohne Be- 
deutung ist. Fliissige Substanzen (Harn, Blut usw.) werden vorher 
in einer Glasschale im Wasserbad eingedunstet und der Riickstand 
mit ungefahr 5 ccm verdiinnter Salzsiure in den Erlenmeyer- 
Kolben quantitativ iibergefiihrt. Eine trockene Untersuchungs- 
substanz wird mit etwas Wasser zum Breie vermischt. 

Die Zerstérung der organischen Substanz nach Fresenius 
und ‘Babo wurde im Laufe der Zeit von mehreren Forschern 
modifiziert 5), Diese Modifikationen haben den Zweck, i 
einerseits die Anhiufung der Kalisalze zu vermeiden, 
andererseits den ProzeB zu beschleunigen und eine weiter- 
gehende Zerstérung zu erreichen. Um ein schnelles und 
fir unsere direkten Arsenbestimmungen in der Zerstérungs- 
lésung geeignetes Zerstérungsverfahren zu finden, haben 
wir viele Versuche gemacht. Nach unseren Versuchen fiihrt | 
die Zerstérungsmethode von Fresenius und Babo am | 
einfachsten, schnellsten und den Anforderungen am ent- 
sprechendsten auf folgender Weise ausgefihrt zum Ziele 
(statt Kaliumchlorat wurde das im Wasser viel besser 
lisliche Natriumchlorat verwendet?*)]. Die im folgenden 
angegebenen Reagenzmengen geniigen zur Zerstérung  \\|\/ 
von 10—15g Organbrei, oder von 2—3g der trockenen Mh 
hiologischen Substanzen. 

Es wird zu der in den weithalsigen Krlenmeyer- \ 
Kolben eingewogenen Untersuchungssubstanz 1 ccm Na- / 
triumchloratlésung zugefiigt, mit Glasstab geriihrt und der —_ 
Kolben mit einem grauen Gummistépsel verschlossen, 
welcher auf die in Fig. 1 dargestellte Weise mit zwei Trichtern 
und mit einem Glasrohre versehen ist. 

In den einen Trichter wird 4 ccm rauchende Salzsiure ge- 
gossen und der Kolben ins Wasserbad gestellt. Nach einigen 
Minuten wird unter stiindigem Schiitteln durch den Trichter in den 
Kolben zuerst 1 ccom Salzsiure flieBen und dann 2 ccm trépfeln 
gelassen. Die zerstérende Wirkung des entstehenden Chlors wird 
durch wiederholtes Schiitteln des Kolbens geférdert. Wenn der 
Inhalt des Kolbens stark zu schiumen beginnt, wird er vom 
Wasserbade auf kurze Zeit heruntergenommen. Etwa 15—20 Min. 
nach Beginn der Chlorentwicklung wird in den anderen noch 
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leeren Trichter 1 ccm Natriumchloratlésung gegossen und mit der 
im ersten Trichter zuriickgebliebenen 1 ccm rauchenden Salzsiure 
parallel derart in den Kolben zugetrépfelt, daB die Natrium- 
chloratlésung rascher in den Kolben gelangen soll. Der Kolben 
wird dann noch einige Minuten lang bis zur nétigen Zerstérung 
der Substanz im Wasserbade gelassen. Nachher wird der Gumni- 
stépsel aus dem Kolben gezogen, mit wenig verdiinnter Salzsiure 
in dem Kolben gewaschen; die evtl. noch zusammenhingenden bezy. 
nicht véllig zerstérten Brocken der Substanz werden mit einem 
Glasstabe zerdriickt, und der Inhalt des Kolbens wird bis zur 
Befreiung von Chlor erwirmt. Auf Chlorfreiheit wird mit Jod- 
kalistiirkepapier gepriift. Die weingelbe Lésung der zerstérten 
Substanz samt dem Unléslichen kann nach Abkihlen direkt zur 
Arsenbestimmung beniitzt werden. 


Das ganze Zerstérungsverfahren, auch die Ent- 
fernungszeit des Chlors inbegriffen, nimmt héchstens 
50 Minuten in Anspruch. 


2. Reduktion und UWherfiihrung des Arsens zum Arsenspiegel 


Erforderliche Reagentien 


Rauchende und verdiinnte Salzsiure: Wie vorher (S. 6). 

Gereinigter und trockener Wasserstoffstrom: Im Kippschen 
Apparat aus Zink und Schwefelsiure entwickelt, durch Kaliumpermanganat- 
lésung und konz. Schwefelsiure geleitet. 

Schwammiges Zinn: Es wird in der Kilte Zinnchloriir (Stannun 
chloratum cryst. pro analysi ,,Merck“ oder ,,Kkahlbaum‘) in rauchender Salz- 
siure gelést. Zur Ausscheidung des Zinns werden in die mit Wasser ver- 
diinnte Zinnchloriirlésung Zink- (Zincum metallic. chem. pur. in bacill. 4 mn 
pro usu forensi ,,.Kahlbaum‘“) oder Aluminiumstangen bzw. -draht (aus dein 
Handel) von 2—4 mm Durchmesser gestellt. Beim Zink wird die Ziun- 
chloriirlésung mit der etwa 2fachen, beim Aluminium etwa 4fachen Wasser- 
menge verdiinnt. Das Zinn scheidet sich auf den Stangen unter Wasser- 
stoffentwicklung rasch schwammig aus und wird nach Beendigung der 
Ausscheidung von den Stangen entfernt und mit destilliertem Wasser gut 
gewaschen. Dieses Zinn ist aber noch nicht geniigend arsenfrei, um es bei 
der Bestimmung von Arsenmengen unter 5 y verwenden zu kénnen. Zur 
weiteren Reinigung des Zinns vom Arsen wird es 1—2 Stunden lang mit 
Salzsiiure (1 Teil rauchende Salzsiiure und 1 Teil Wasser) gekocht. Dadurch 
werden die anwesenden Arsenspuren zu Arsenwasserstoff reduziert, der aus 
der Lisung entweicht. Nachher wird die salzsaure Stannochloridlésung von 
dem schwammigen Zinn abgegossen und das Zinn mit destilliertem Wasser 
sorgfiltig gew aschen; die abfiltrierte Lésung wird zur weiteren Darstellung 
von schwammigem Zinn beniitzt. Das gewase +h ene Zinn wird in eine Porzellan- 
schale ausgebreitet, durch gelindes Erhitzen vom Wasser befreit und in 
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ener gut schlieBenden Pulverflasche aufbewahrt. Uber die Arsenfrei- 
ieit des so bereiteten schwammigen Zinns wird spiter unter 
jen Beleganalysen berichtet. 

Was die Verwendung der nach Beendigung der Reduktion zuriick- 
gebliebenen Zinnmengen betrifft, so werden die Zinnreste nach den einzelnen 
Reduktionen gesammelt, zum Regenerieren derselben mit gewéhnlichem 

destilliertem Wasser mehrmals ausgekocht und darauf mit Salzsiiure usw. 
wie beim Herstellen des schwammigen Zinns behandelt. 













In unseren friiheren Versuchen®?’) mit reinen Arsenlésungen 
wurde immer das 3wertige Arsen reduziert. Das in der Zer- 
stérungslésung anwesende Arsen ist aber 5 wertig. Nach unseren 
Erfahrungen wird das 3wertige Arsen durch Zinn und Salz- 
siure schon in der Kalte, dagegen das 5 wertige nur bei Siede- 
hitze reduziert. Daraus folgt, da8 bei der Bestimmung des 
8wertigen Arsens, die As™ enthaltende salzsaure Versuchslisung 
nur nach Austreiben der Luft aus der Apparatur mittels Wasser- 
stoff, in den mit Zinn beschickten Reduktionskolben durch einen 
in die Apparatur eingebauten Hahntrichter gebracht werden darf. 
Dieses nachtragliche Hinzufiigen der arsenhaltigen Versuchslisung 
allt im Falle des 5wertigen Arsens ganz weg, man kann zur 
Zerstérungslésung das Zinn zusetzen und nachher die Luft bei 
Zimmertemperatur durch Wasserstoff aus der Apparatur aus- 
trelben. Dies besitzt den groBen Vorteil, daB sich Zerstérung 
und Reduktion in demselben Kolben ausfiihren lassen und unsere 
einfache Apparatur durch Weglassen des Hahntrichters noch ein- 
facher wird. Sie ist aber auch zur Bestimmung des 3 wertigen 
Arsens brauchbar, wenn es vorher in die 5 wertige Form iiber- 
gefiihrt bzw. oxydiert wird. 

Unsere zur Reduktion des Arsens und Uberfiihrung desselben 
in Spiegelform dienende Apparatur ist in Fig. 2 dargestellt. 

Den die Zerstérungsfliissigkeit enthaltenden weithalsigen 
itlenmeyer-Kolben schlie8t ein grauer Gummistépsel ab, welcher 
mit zwei Bohrungen versehen ist. In die eine Bohrung kommt 
‘in rechtwinklig gebogenes Rohr, mit einem inneren Durchmesser 
on etwa 2mm, das zum Einleiten des Wasserstoffgases dient. 
Jie andere Bohrung nimmt den Kihler auf, der aus einer 
l0cem-Pipette hergestellt wird. Der obere rechtwinklig gebogene 
Nohrteil der Pipette kommt in die Bohrung des Gummistipsels, von 
lem unteren Rohrteil wird so viel abgeschnitten, daB ein etwa 7 cm 
lunges Stiick zuriickbleibt. Der bauchige Teil des Kiihlers wird 
mit einem Wollfaden 4—5fach umwickelt und das freie Ende 
és Fadens in ein Becherglas eingefiihrt. Wé&ahrend der Aus- 
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fiihrung der Bestimmung wird auf den umwickelten Faden ay 
einem Tropftrichter etwa 400ccm kaltes Wasser getrépfelt. Da; 
Ende des Kihlers ist mit dem von a bis 0b reichenden Quarz. 
rohr durch ein Stiick Gummischlauch verbunden. Uber das Quar;. 
rohr, welches der einzige von Gangl und Vazquez Sanchez 
iibernommene Bestandteil unserer Apparatur ist, wurde schon 
friiher berichtet. Jene Stelle des Quarzrohres, an der sich dey 
Arsenspiegel ablagert (in Fig. 2 mit As bezeichnet), wird auf ihn. 
liche Weise wie der Kiihler abgekihlt; hier kommt man mit w. 
gefihr 100 ccm Kihlwasser aus. An das Ende des Quarzrohre; 
schlie8t sich mittels Gummischlauch ein Glasrohr mit einer inneren 


worn 


4 
We ie, 
i ee % \ \ As 
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Vig. 2 


Weite von 1mm an. Dieses ins Wasser getauchte Glasrohr dient 
als Blasenzihler. 


Zum Aufstellen der Apparatur dienen zwei Bunsen-Stative. Das erste 
Stativ triigt einen Eisenring fiir ein Asbestdrahtnetz, eine Klemme zu 
Fassen des Reduktionskolbens und eine zweite fiir den etwa 500 cem 
fassenden, das Kiihlwasser enthaltenden Tropftrichter. Das zweite Statiy 
triigt vier Klemmen: eine zum Fassen des BlasenziihlergefiBes, eine zur Be- 
festigung des Schnittbrenners, in die dritte Klemme wird eine senkrechit 
stehende Asbestplatte befestigt, die das Quarzrohr zwischen der Flamme 
und der gekiihlten Stelle stiitzt, die vierte ist fiir den etwa 150 cem fassenden 
Tropftrichter, welcher das Kiihlwasser fiir die Arsenablagerungsstelle enthiilt. 

Zur Reduktion wird in den Krlenmeyer-Kolben zur Zer- 
stérungsfliissigkeit 20 g schwammiges Zinn, dann 6,5 ccm rauchende 
Salzsiure mit etwas Wasser verdiinnt und so viel destilliertes 
Wasser zugefiigt, daB die Flissigkeit das Zinn eben bedeckt. 
Nachher wird der Kolben mit dem montierten Gummistipsel 21- 
gestopft, das Trépfeln des Wassers auf den Wollfaden des Kiblers 
begonnen und in lebhaftem, aber nicht zu schnellem Strom Wassel- 
stoff durch den Kolben geleitet. Etwa nach 10 Minuten wird an 
das Ende des Kiihlers das Quarzrohr angeschlossen und unter 
fortdauernder Durchleitung des Wasserstoffes etwa nach 2 bis 
3 Minuten das Erhitzen des Quarzrohres mit einer 8 cm langet 
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ud 3—4 cm hohen Flamme eines Schnittbrenners an der in der 
fig. 2 genau sichtbaren Stelle begonnen. Das in den auf die 
spirale folgenden Teilen des Quarzrohres evtl. sich ablagernde 
Wasser wird mit einer kleinen Flamme verdampft, nachher wird 
die Kihlung des Quarzrohres an der Stelle der Ablagerung des 
Arsenspiegels begonnen und das Blasenzéhlrohr mit dem Quarz- 
rohr verbunden. Jetzt wird der Wasserstoffstrom eingestellt und 
jeich darauf die Erwirmung des Kolbens begonnen. Um Gleich- 
mibigkeit des Erhitzens zu erreichen, wird unter den Kolben in 
einer Entfernung von etwa 1—2°cm auf den Lisenring das 
Asbestdrahtnetz gestellt und dieses erhitzt. Das Erhitzen wird 
nit kleiner Flamme begonnen und dann derart geregelt, daB eine 
bestimmte Gasgeschwindigkeit, bei welcher man die Gasblasen 
noch zihlen kann, aufrecht erhalten wird. Bei Steigerung des 
Erhitzens wird auch das Kihlwasser entsprechend schneller zu- 
setropfelt. Nach etwa 30—40 Minuten (gerechnet von Anfang des 
Kolbenerhitzens) beginnt die Lésung zu sieden und, wenn die 
Gasentwicklung nachzulassen beginnt, wird sie durch Zuleiten von 
Wasserstoff entsprechend verstirkt. Nach 10 Minuten langem 
Kinleiten von Wasserstoff werden die beiden Brenner abgestellt 
ud wird das Quarzrohr im Wasserstoffstrom abgekiihlt. Damit 
ist die Reduktion des Arsens und die Uberfiihrung des Arsen- 
wasserstoffes zum Arsenspiegel beendet. 

Die Reduktion des Arsens und die Spiegelbildung 
ummt héchstens 90 Minuten in Anspruch. 

Die gebildete ganze Arsenspiegelmenge wird nur an der 
abgekiihlten Stelle des Quarzrohres, meist in Form eines je nach 
der GréBe der Arsenmenge schmalen oder breiten spiegeln- 
den Ringes, abgelagert. Der Arsenring ist gegen die Gliihseite 
scharf abgegrenzt und in der entgegengesetzten Richtung ver- 
shwommen. Ks kommt auch vor, da nicht ein Ring, sondern 
hart nebeneinander mehrere Arsenringe sichtbar werden und bei 
sehr kleiner Arsenmenge das Arsen sich in schwarzen oder braunen 
Flecken ablagert. 

Es kann wihrend der Spiegelbildung vorkommen, daB sich 
im Quarzrohr Wasser und Kohle ablagert. Die Kohle stammt 
aus dem in der Zerstérungslésung noch vorhandenen organischen 
Stoffe, die durch Zinn und Salzsiure zu fliichtigen Verbindungen 
teduziert, vom Wasserstoff mitgerissen werden und in dem er- 
hitzten Quarzrohr durch Kohleausscheidung eine Zersetzung er- 
leiden. Das Wasser schlagt sich immer hinter dem Arsenspiegel 
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etwa '/, cm weit davon nieder und stért tiberhaupt nicht. Hine 
Kohleausscheidung kommt nur dann vor, wenn das Ep. 
hitzen nicht stark genug ist, die Kohle lagert sich immer 
nur im erhitzten Teil des Quarzrohres ab und stort die 
Ablagerung des Arsenspiegels wie das Titrieren desselben (dic 
Kohle wird durch Jodmonochlorid nicht angegriffen)  iiber. 
haupt nicht. 
8. Titrieren des Arsenspiegels 


Erforderliche Reagenzlésungen 


Verdiinnte Salzsiiure: Wie vorher (S. 6). 

Jodmonochloridlésung (teilweise nach Gangl und Vazquez 
Sanchez): 1,56 g Kaliumjodid pro analysi und 1 g Kaliumjodat pro analysi 
werden in 50cem Wasser gelést und diese Lésung wird zu etwa 50 cem 
einer konz. Salzsiure pro analysi gegossen. Die gelbe Farbe der Lésung 
stammt vom Jodmonochlorid selbst und von dem etwa ausgeschiedenen 
Jod. Zwecks Entfernung des Jods werden zur Lésung einige Tropfen Tetra- 
chlorkohlenstoff und verdiinnte Kaliumjodatlésung tropfenweise so lange 
zugesetzt, bis die Tetrachlorkohlenstofftropfen bei kriftigem Schiitteln sich 

eben noch nicht entfirben. Die fertige Jodmonochloridlésung wird 

in einer Reagenzflasche vor Licht und Wiirme geschiitzt aufbewahrt. 

Tetrachlorkohlenstoff: Chemisch reines Priaparat. 

Kaliumeyanidlésung: 1g Kaliumcyanid pro analysi wird in 10 cem 
destilliertem Wasser gelést und in einem braunen Glasstopfenglas auf- 
bewahrt. 

Kaliumjodatlésung: 
werden in 1 Liter Wasser gelést. 
tration von 0,001. 

Das Auflésen des Arsenspiegels in der Jodmonochloridlésung und das 
Titrieren des frei gemachten Jods in stark salzsaurer Lésung mit Kaliun- 
jodat finden nach folgenden Reaktionsgleichungen statt: 


As + 5JCl + 4H,O = H,AsO, + 5HCl + 5J, 
4J + 6HCl + KJO, = 5JCl + KCl + 3H,0. 


0,2140 g Kaliumjodat pro analysi_,,Merck‘ 
Diese Lésung hat eine molare Konzen- 


Aus diesen Gleichungen folgt : 


As 
5J = As; 1 4 x 74,91 


KJO, = —— « 


x = 59,928 g As. 


KJO,; = 43 und 

Es entspricht also 1 cem 0,001 molarer Kaliumchloratlésung rund 607 
Arsen. Durch Zusatz von Kaliumeyanid wird das frei werdende Jod 
quantitativ in das farblose Jodeyan iibergefiihrt, sonst wiirde die gelbe 
Eigenfarbe des Jodmonochlorids die Erkennung des Endumschlages des 
Titrierens stéren: 


4J + 6HCl + 5KCN + KJO, = 5JCN + 6KCl1 + 3H,0. 


Das Verschwinden der Jodfarbe des Tetrachlorkohlenstoffes zeigt die 
Beendigung des Titrierens. 
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Aus der Darstellungsweise unserer Jodmonochloridlisung folgt, 
daB eine sehr geringe Jodspur darin zuriickbleibt. Diese Tat- 
sache ist beim Titrieren sehr kleiner Arsenmengen ebenfalls sehr 
wichtig. Man darf nimlich mit einer Jodmonochloridlésung, welche 
wit Tetrachlorkohlenstoff geschiittelt keine Jodreaktion gibt, nicht 
arbeiten, da schon ein sehr geringer UberschuB des Jodats be- 
sonders beim Titrieren von Arsenmengen unter 5 y einen be- 
deutenden Fehler verursachen kann. Die in der Jodmonochlorid- 
lisung anwesende Jodspur wird beim Titrieren des Arsenspiegels 
durch ein Blindtitrieren mit 0,001 m-Kaliumjodatlésung (ganz 
genau wie beim Arsenspiegeltitrieren) beriicksichtigt. Dieses 
Blindtitrieren mu8 unmittelbar vor oder nach dem Titrieren des 
Arsenspiegels durchgefihrt werden, da sich beim Aufbewahren 
Jer Jodmonochloridlésung manchmal geringe Jodspuren aus- 
scheiden. 

In jiingster Zeit haben Diemair und Fox’) sich mit dem 
Titrieren des im Jodmonochlorid gelésten Arsenspiegel bei Mengen 
von iiber 5 y beschaftigt. Sie bringen den Arsenspiegel mit einem 
austitrierten Jodmonochlorid in Lésung, weil ein Blindtitrieren 
der Jodmonochloridlésung ,eine Unsicherheit in das Verfahren“ 
bringt. Unsere Versuchsergebnisse stimmen mit dieser Feststellung 
ganz und gar nicht, und wir werden iiber diese Frage an anderer 
Stelle ausfiihrlich berichten. 

Zum Titrieren wurde von Gangl und Vazquez Sanchez 
ene in 1/100 ccm geteilte Mikrobiirette verwendet, mit welcher 
sie eine Genauigkeit von + 0,57 Arsen erreichen konnten. Diese 
Titrierungsgenauigkeit geniigt aber zur Bestimmung von Arsen- 
mengen von 5 y abwirts nicht mehr. Unser Bestreben, eine Ver- 
leinerung des Arsentitrierens durch Verdiinnung der 0,001 m- 
KaliumjodatmaBlésung zu erreichen, fihrte nicht zum Ziele. 

Die in Fig. 3 dargestellte einfache hahnlose Mikrobirette 


jerfillte dagegen die daran gekniipften Erwartungen, da sie eine 


Titriergenauigkeit von +0,0012 com = +0,07 y Arsen erreichen 
libt. Sie besteht aus einer in 1/1000 ccm geteilten 1/10 ccm 
lssenden Pipette, welche mit einem im Halbkreis gebogenen 
Vakuumgummischlauch verbunden ist, diese beiden werden in 
einem gew6hnlichen auf einem Stativ montierten Doppelbiiretten- 
ager befestigt und das Ende des Schlauches mit einem Glas- 
stibchen verschlossen. Der Gummischlauch tragt 2 Hofmann- 
‘che Quetschhihne, deren Platten nicht direkt, sondern durch 
twei schmale, etwa 1 cm breite und 5—6 cm lange Stahlblech- 





14 J. Bodnar, Odin Szép und Vilmos Cieleszky, 

stiicke mit dem Gummischlauch in Beriihrung stehen, wie dig 
aus der Fig. 3 klar hervorgeht. Das Aufsaugen der Kaliumjodat. 
maBlésung in die Birette geschicht in folgender Weise: die beidey 
Quetschhihne werden verschlossen, das Ende der Birette wir 
in die MaBlésung eingetaucht, der obere Quetschhahn wird ge. 
éffnet, worauf die Lisung sich in die Biirette aufsaugt und die 
Lésung wird bis etwas oberhalb der Nullmarke hereingelassen, 
Wenn die Lésung durch das Offnen des oberen Quetschhahne 
nicht hoch genug in die Biirette steigt, so wird nétigenfalls auch 
der untere Quetschhahn gedffnet. Nachher wird das Ende de 
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Birette aus der MaBlésung herausgehoben, dasselbe mit Filtrier- 
papier ohne Berihrung der Birettenéffnung abgewischt und de 
Biirette durch Schrauben des unteren Quetschhahnes auf die Null. 
marke eingestellt. Das Hinauslassen der Liésung aus der Biirette 
beim Einstellen oder beim Titrieren geschieht derart, daB zuerst 
durch Einschrauben des unteren, und wenn dies schon zu schwet 
geht, durch Einschrauben des oberen Quetschhahnes die gewiinschte 
Menge MaBlésung ausgepreBt wird. 

| Der aus der Biirette hinausgelassene und herabfallende Tropiet 
~ hat ein Volumen von etwa 0,035 ccm; wenn man weniger Lésung, 
gar nur 0,001 ccm herauspreBt, so bleibt sie am Ende der Biirette 
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dies MM pingen (vgl. Fig. 4) und wird beim Einstellen der Biirette durch 
Berthrung mit einer glatten Glasfliche (Glasstab) beim Titrieren 
auf der spiter bekannt zu gebenden Weise entfernt. 

Das Titrieren des im Quarzrohr anwesenden Arsenspiegels 
wird auf folgende Weise durchgefiihrt. Das Ende des von der 
Apparatur getrennten Quarzrohres wird mit einem mit verdiinnter 
Salzsiure befeuchteten Filtrierpapier abgewischt, und auf das 
andere breitere Ende des Rohres wird ein kleines, durch ein 
Glasstabchen verstopftes Gummischlauchstiick aufgezogen. In das 
jecm fassende Titrierkélbchen nach Gangl und Vazquez 
Sanchez (Fig.3) werden 0,2 ccm Jodmonochloridlésung eingemessen, 
das freie Ende des Quarzrohres wird in das Kélbchen gestellt 
ud durch mehrmaliges Aufsaugen der Jodmonochloridlisung in 
das Quarzrohr mit Hilfe des Gummischlauches der Arsenspiegel 
in Lésung gebracht. Nachher wird der Gummischlauch entfernt 
und das Innere des Quarzrohres mit 0,06 ccm einer durch eine 
fene Pipette eingelassenen Jodmonochloridlésung und einigen 
Tropfen verdiinnter Salzsiure durchgewaschen und die im Quarz- 
rohr zurtickgebliebene Waschlésung mit Hilfe des wieder auf- 
sesetzten Gummischlauches ausgepreBt. Das in das Titrierkdélb- 
chen hereinlangende Ende des Quarzrobres wird nach Herausnahme 
auch mit einigen Tropfen verdiinnter Salzsiure gewaschen, die 
Waschfliissigkeit in das Kélbchen gelassen und das gut zugestopfte 
Kélbchen geschiittelt. Nachher wird 0,3 ccm Kaliumcyanidlésung 
in das Kélbchen gelassen und wieder geschiittelt, dann werden 
I—4 Tropfen Tetrachlorkohlenstoff zugefiigt, anfangs schwach, 
nach Herausnehmen und Hinsetzen des Stipsels stark geschiittelt 
und 15 Minuten lang stehen gelassen. Das ausgeschiedene Jod 
wird durch 0,001 m-Kaliumjodatlésung mit Hilfe unserer bereits 
bekanntgegebenen Mikrobiirette unter Schiitteln des Kolbeninhaltes 
bis zur Entfarbung des Tetrachlorkohlenstoffs titriert. Die am 
Ende der Biirette haften gebliebene MaBlésung wird durch Be- 
rihrung derselben mit dem inneren glatten und nicht geschliffenen 
Rand des Titrierkélbchens abgenommen, von wo sie dann durch 
die am Stépsels haftende Fliissigkeit durch Herausnehmen und 
Kinsetzen des Stépsels und darauffolgendes Schiitteln leicht in 
das Kélbchen itibergefiihrt werden kann. Es ist empfehlenswert 
las Titrieren besonders bei einigen Zehntelgamma Arsen bei 
Tageslicht durchzufihren. 

Das Titrieren nimmt héichstens 40 Minuten in 
Anspruch. 
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Wir halten es fiir wichtig zu betonen: unsere eip. 
fache und schnelle Methode, in der vorgeschriebene 
Weise durchgefiihrt, gibt wie allgemein die Mikro. 
methoden — besonders bei Arsenmengen von einige 
Zehntelgamma — nur dann genaue Ergebnisse, wen 
man im Besitze der unbedingt notwendigen Chang ix ist 
und mit der gréBten Sorgfalt ‘und Reinheit arbeitet. 


4. Beleganalysen 


Beim Titrieren des aus der Versuchssubstanz stammende 
Arsenspiegels muB man immer eine Blindtitrierung ausfihrer, 
die den Kaliumjodatverbrauch des Jodmonochlorids und des Arsen. 
spiegels der zur Zerstérung und Reduktion angewendeten Reagentien 
angibt; er wird im folgenden als ,,Gesamtblindwert* bezeichnet 
Kin separates Titrieren des Jodmonochlorids ergibt den ,,J(Cl. 
Blindwert, und die Differenz dieser Blindwerte ist de 
»Reagenzblindwert*, aus welchem der Arsengehalt der Reagentia 
berechnet werden kann. Die Ergebnisse solcher Blindbestimmunger 
werden in der Tab. II dargestellt. 


Tabelle II 


Blindbestimmungen in Reagentien 

















JCI- Gesamt- | Reagentien- ad 
Reagentien Blind werl blindwert blindwert 8 oom ' 
KJO, KJO, KJO, Reagen- 
cem eem cem tien in 
0,! 26 eem JCl- anaes 
+ 1,5—2 eem HClI-Lésung 0,045 
+ 0,3 eem KCN-Lésung 0,0455 
+ 4 Tropfen CCl, 0,045 
20 g Sn 
+ 10 eem konz. HCl | = : si 
(,,Merek“ pro anal.) J 0,051 0,006 0,06 
20 g Sn 
+ 6,5 eem rauch. HCl | i 
(,,Riedel“ pro usu for.) alg 0,048 0,003 - 
20 g Sn 
+ 6,5eem rauch. HCl se 118 
(,,Kahlbaum“ pro usu for.) 0,048 0,003 Of 
20 g Sn 
+ 10 eem rauech. HCl 0,053 0,08 0,48 
(,,Kahlbaum“ pro usu for.) 0,052 0,07 0,42 
+ 2eem NaClO,-Lésung 0,053 0,08 Q),45 
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Tabelle III 


Arsenbestimmungen in reinen Lisungen*) 
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Aus den Daten dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Arsen- 
| menge in den zur Reduktion beniitzten Reagentien (20g schwam- 
miges Zinn, 6,5ccm rauchende Salzsiure) in 3 Fallen mit Salz- 
siure von verschiedenem Ursprung bestimmt, nur 0,36, 0,18, 0,18 7 
ausmacht. Da das Zinn immer dasselbe war, so kann die wahr- 
nehmbare Differenz nur mit dem verschiedenen Arsengehalt der 
ersten und der zweiten Salzsiure und evtl. mit der aus Glas 
stammenden Arsenmenge erklart werden. 
auf diese Frage, wieviel aus den obigen sehr geringen Arsen- 
mengen auf das Zinn, wieviel auf die Salzsiure und auf das 
Glas fillt, keine sichere Antwort geben. 


Vorliufig kénnen wir 


Unsere im Gange be- 


findlichen Untersuchungen, welche den Zweck haben, Reagentien 
ohne meBbare Arsenmengen darzustellen, werden diese 
Frage zu beantworten suchen. 








: Gesamt- 
Vorgelegt 
Arsen KJO, 


ecm 


3 0,028 
D 0,048 
7 0,048 


0,018 
0,018 
0,018 
0,018 


0,018 
0,018 
0,018 
0,018 


0,026 
0,026 
0,026 
0,026 


0,049 
0,049 
0,049 
0,049 


| m4 
So 


~ ~~ 


cr Or Ot Or 


S- 
AOorotcor ewe tet OS bO fb DO 





S22 CO 





blindwert 


| 








Insgesamt 
verbraucht 


KJO, 


0,0560 
0,0595 


0,035 
0,034 
0,034 
0,034 


0,051 
0,051 
0,050 
0,050 


0,083 
0.083 
0,083 
0,084 


0,131 
0,130 
0,132 
0,131 


cem 


0,0329 





Vorgelegtes 
Arsen |Gefunden 

verbraucht | Arsen 
KJO, 

cem y 

0,0049 0,294 
0,0080 0,480 
0,0115 0,690 
0,017 1,02 
0,016 0,96 
0,016 0,96 
0,016 0,96 
0,033 1,98 
0,033 1,98 
0,032 1,92 
0,032 1,92 
0,057 3,42 
0,057 3,42 
0,057 3,42 
0,058 3,48 
0,082 4,92 
0,081 4,86 
0,083 4,98 
0,082 4,92 











Differenz im Mittel 


“he 


— 0,08 





') Die Arsenstammlésungen wurden yon der kiiuflichen 0,1 n-Arsenigsiure- 
lisung (Solutio Acidi arsenicosi volum. 1/5 normal acid. ,,Kahlbaum“) durch 
genaue Verdiinnung hergestellt. 
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Die in der Tab. Ill zusammengefaBten Analysenergebnisge 
zeigen, mit welcher Genauigkeit Arsenmengen von 5 y abwiirts 
titrimetrisch bestimmt werden kénnen. Aus der Tabelle ist klay 
ersichtlich, daB die vorgelegten und gefundenen Arsenmengey 
sehr gut iibereinstimmen; die héchsten Mittelwertdifferenzen be. 
tragen + 2, —4°/,. Zur Priifung dieser Frage, ob solche sehr 
kleine Arsenmengen auch zu biologischen Substanzen zugegeben 
mit derselben Genauigkeit bestimmt werden kénnen, muB map 
zuerst den natiirlichen Arsengehalt der Untersuchungssubstanzen 
kennen bzw. miissen in denselben Blindbestimmungen ausgefiihrt 
werden. Die Ergebnisse solcher Bestimmungen sind in der 
Tab. IV dargestellt. 


Tabelle IV 


Blindbestimmungen in biologischen Substanzen 





Gesaint- Arsen in 




















re : ee Insgesamt Arsen- 
Biologische Sennen blind- ver- Substanz | gehalt 
aomery wearer: braucht | verbraucht der 
por | Gewicht KJO, KJO, KJO, Substanz 
g cem eem cem Y 
Leber... . Skee 0,0525 | 0,058 0,0055 0,33 
Dieselbe getrocknet | 
in Puly erform ; 1,1 0,0525 0,058 0,0055 0,33 
Blutpulver 2 0,0525 0,070 0,0175 1,05 
Lungenpulver. . . | 1,76 0,0525 0,0625 0,010 0,60 
el. Sc. sk ee ee 0,048 0,064 0,016 (),96 


Zu denselben biologischen Substanzen werden Arsenmengei 
von 5 y abwiarts zugefiigt und nach Zerstiérung in den Zer- 
stérungslésungen die Arsenbestimmungen ausgefiihrt. 

Die in der Tab. V sichtbaren Analysenergebnisse zeigen 


deutlich, daB man die Bestimmung sehr kleiner Arsenmengen 
in biologischen Substanzen mit der von uns ausgearbeiteten 
Methode mit einer sehr befriedigenden Genauigkeit durchfiihren 
kann, gerade so wie in reinen Lisungen; die héchsten Mittelwert- 
differenzen betragen auch hier + 3,7, — 3,49). 


Was die Zeitdauer einer Arsenbestimmung durch unsere 
Methode betrifft, so folgt aus dem Gesagten: 


Zerstérung der Untersuchungssubstanz 


1. 
2. Reduktion und Uberfiihrung des Arsens in Asaeeuabencl 90 
3 Siri f° . 40 


3. Titrieren des Arsenspiegels . 


. DO Minuten 
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Insgesamt 180 ) Minuten 





Metho 
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Leber 
Leber 
Leber 


Leber 


Blutpw 
Lunger 


Harn. 
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Tabelle V 
Arsenbestimmungen in biologischen Substanzen 
onion = — 
+2 m 
Arsen . ¥ z 4 £3 = 
Y BESIS ES | OSS] 35 Differenz 
Biologische | ________| 239) S8o/ e233] § im Mittel 
Substanz *) | iS “ <n E kK “Ve 
§| g|a z 
Ae Solas a mee 
ei S| “| ecem | ecm | cem y | %o 
{} 0.33 | 0,3 | 0,63 | 0,048} 0,0582}0,0102] 0,61 |). 992 | 4.1.9 
Leber 0,33 | 0,5 | 0,83}9,048 | 0,0613 | 0,0133} 0,80 : 0'025 | +19 
\} 033 | 0,7 | 1,03] 01048. | 0,0655 | 0.0175] 1,05 3; 
0,33} 1 | 1,83] 0,0525] 0,076 }0,0235) 1,41 J) 995 0 437 
Leber | 0,33} 1 | 1,33] 0,052510,074 |0,0215] 1,29 t? 004 | 3" 
0,33/1 | 1,33] 0,0525}0,075 | 0,0225] 1,35 Ny 
(} 33 }2 | 2,83] 0,0525] 0,090 ]0,0375} 2.25 I oq 41.7 
Leber . . . 410,33/2 | 2,3310,0525] 0,091 |0,0385| 2,31 }* 0°05 ae 
\}0,33/2 | 2,33] 0,0525] 0,092 | 00,0395} 2,37 7 
0,33} 3 |-3,33]0,0525 10,107 |0,0545} 3,27 
Leber | 0,33/3 | 3,33} 0,0525]0,107 |0,0545] 3,27 {0 08 | —2,4 
0,33|3 | 3,33] 0,0525]0,106 | 0,0535} 3,21 
0,33 /5 | 5,33] 0,0525} 0,141 ]0,0885] 5,31 1), 994 | 97 
Leber 0,33 |5 | 5,33} 0,0525]0,142 | 0,0895} 5,37 PT oo. |“ o'g 
0,33/5 | 5,33] 0,0525]0,140 |0,0875] 5,25 oeage ee 
ei 1,05/1 | 2,05] 0,0525 | 0,0870] 00845} 2,07 |} +0,02 | +1 
eisai 1,05 | 1,8 | 2,85 | 0,0525 } 0,0986 | 0,0461] 2,77 |f/—0,08 —2,8 
: 0,60|}1 | 1,60] 0,0625 | 0,0885 | 0,026 | 1,56 et Se 
| Laugenpulver { 0,60 | 2,6 | 3,20 | 0,0625 | 0,1175 | 0,055. | 3,30 } — 0,0; —48 
Harn | 0,96|1 | 1,96} 0,046 | 0,0773]0,0313] 1,88 }\_po- _og 
epi ‘10,9613 | 3,96] 0,046 ]|0,1110]0,0650] 3,90 git Bias 








) Zur Bestimmung wurden die in der Tab. IV angegebenen Mengen beniitzt. 


Man kann also mit unserer einfachen Methode die Be- 
stimmung des Arsens in biologischen Substanzen binnen rund 
3 Stunden durchfiihren. Wahrend so kurzer Zeit und mit einer 
solchen Hinfachheit, Genauigkeit und Sicherheit (es wird nur Arsen 
und auch dieses ganz frei von Antimon bestimmt), wie dies uns 
gelungen ist, hat bis jetzt unseres Wissens noch niemand Arsen- 
bestimmungen in biologischen Substanzen ausgefiihrt. 


Unsere Arsenbestimmungsmethode ist berufen, den mit bio- 
logischen Arsenproblemen sich beschaftigenden Forschern einen 


guten Dienst zu leisten. Von den vielen biologischen Arsen- 


D* 
~ 
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problemen, die eine einfache, schnelle und genaue Arsenbestin. 
mungsmethode fiir sehr kleine Arsenmengen nicht entbehrey 
kénnen, seien hier die folgenden erwihnt: Die Erforschung des 
Wirkungsmechanismus der verschiedenen Arsenverbindungen jy 
der Medizin und in biologischen Prozessen; die ,,Ambivalenz“ des 
Arsens in der Krebspathologie’®), wo es ahnlich der radioaktiven 
Elemente krebserzeugend und krebsheilend zu wirken vermag: 
die schidigende Wirkung des Arsens auf die Dehydrogenasen") 
welche Enzyme bei der Atmungsanomalie des Krebsgewebes eine 
wichtige Rolle zu spielen scheinen; es ist auch eine offene Frage, 
ob das Arsen in die Reihe der lebensnotwendigen Elemente de; 
Organimus gehért?°). 

Um diesen Problemen niher zu kommen, haben wir be. 
gonnen den menschlichen Kérper auf seinen Arsengehalt ein- 
gehend und systematisch durchzupriifen. Es bedarf keiner Er. 
liuterung, daB die genaue Kenntnis des normalen Arsengehaltes 
von menschlichen Organen auch vom forensischen Stand- 
punkte, wo in allen Fallen von Arsenvergiftungen Leichenteile 
auf Arsengehalt untersucht werden, von groBer Wichtigkeit ist. 


Zusammenfassung 


1. Auf Grund der Versuche von Gangl und Vazquez San- 
chez, ferner von Tananaeff und Ponomarjeff sowie auf Grund 
unserer Mikromethode zur Arsenbestimmung haben wir eine ein- 
fache, schnelle und sehr genaue Werte liefernde Methode zu 
Bestimmung von sehr kleinen Arsenmengen in biologischen Sub- 
stanzen ausgearbeitet. 

2. Unsere Methode beruht darauf, daB die Untersuchungs- 


substanz durch Natriumchlorat und Salzsiure unter den angegebenen § 


Bedingungen zerstért wird, das Arsen ohne vorherige Ausfiallung 
in der salzsauren Zerstérungslésung mit selbst bereitetem schwai- 
migen Zinn zum Arsenwasserstoff reduziert und der aus Arsen- 
wasserstoff durch Erhitzen gebildete Arsenspiegel in Jodmonochlorid 
gelést und das freigemachte Jod durch Kaliumjodatlisung titriert 
wird. : 

3. Durch eine entsprechende Verfeinerung des ‘Titrierver- 
fahrens des Arsenspiegels ist es uns gelungen, Arsenmengen vol 
5 y abwirts bis zu einigen Zehntelgamma titrimetisch zu bestimmen. 
Daraus folgt, daB schon in einigen Grammen der Untersuchung: 
substanz die Arsenbestimmung mit unserer Methode durchfihr- 
bar ist. 





Metho 


P 
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4, Die ganze Apparatur ist so einfach, daB man sie im Besitz 
eines Ganglschen Quarzrohres in jedem Laboratorium leicht 
msammenstellen kann. 

5. Die Zeitdauer einer Arsenbestimmung in biologischen Sub- 


! ctanzen macht mit unserer Methode nicht mehr als 3 Stunden aus. 


6. Die Sicherheit der Methode besteht darin, daB damit wirk- 
lich nur Arsen und auch diese ganz frei von Antimon bestimmt werden. 


7. Die Genauigkeit der Methode ist sehr befriedigend, bei 
Arsenmengen von einigen Zehntelgamma bis 5 y liegen die héchsten 
Mittelwertdifferenzen zwischen + 3,7 und —3,4°/,. 

8. Es werden die Anwendungsméglichkeiten der Methode 
hbesprochen. 
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Uber Glykoside der Oestronreihe') 
Von 


A. Hagedorn, F. Johannessohn, E. Rabald und H. E. Voss 


Mit 3 Figuren auf Tafel I 


(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. I’. Boehringer & Soelne G.m. b. H., 
Mannheim-Waldhof) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1940) 


Von den Herzgiften der Digitalis- und Strophanthusreihe ist 


' bekannt, daB die Wirksamkeit der Glykoside eine ungleich starkere 


ist als die ihrer Genine*). Diese verstirkte Wirkung beruht an- 
scheinend auf einer Erhéhung der Léslichkeit und der Haftfestig- 


| keit, denn wahrend der durch die Genine der Herzgifte herbei- 


getiihrte Stillstand des isolierten Froschherzens durch Auswaschen 
wieder riickgingig gemacht werden kann, ist dies bei den Gly- 


| kosiden nicht mehr méglich’). Es muBte daher interessant sein 


festzustellen, welche Wirkung die Einfiihrung von Zuckerresten 


; in das Molekiil der Sexualhormone, die ja mit den Digitalis- und 
' Strophanthusgeninen verwandt sind, haben wiirde. 


Uber die Herstellung des Glucosids des Testosterons ist 


| schon berichtet worden‘). Im folgenden soll nur auf die Glucoside 


der Oestronreihe eingegangen werden. Diese Stoffe sind, wie 
die Abbildungen (Taf. I) zeigen, schén krystallisierte Kérper, die 


 vegeniiber den nicht glykosidierten Hormonen eine gesteigerte 


Wasserléslichkeit besitzen, wenn diese auch die hohe Wasserlés- 


| lichkeit, wie sie beispielsweise dem mehr Zuckerreste enthaltenden 


Trisaccharid aus Strophanthus kombé zukommt, nicht erreichen. 
Wir sind noch damit beschiftigt Polysaccharide mit den Sexual- 


| hormonen zu verkniipfen. 


') DRP. 650089 v. 7. 9. 33; 654652 v. 23. 2. 36. 

*’) F. Johannessohn, Arch. f. exper. Path. 78, 83, 92 (1915). 

*) E. Dane u. Th. Brady, Diese Z. 244, 241 (1936); vgl. auch die Ver- 
suche mit Cholsiure von H. Wieland u. Th. Hildenbrand, Arch. f. exper. 
Path. 85, 199 (1919). 

) E. Rabald u. H. Dietrich, Diese Z. 259, 251 (1939). 
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Die Glucoside der Oestronreihe haben eine gewisse Wirkung 
auf das isolierte Froschherz, jedoch ist diese gegeniiber den be. 
kanoten herzwirksamen Glykosiden klein, da z. B. Oestronglucosid 
erst in einer Konzentration von 1:200000 zu einem Herzstill. 
stand in Mittelstellung fiihrt, wihrend k-Strophanthin (Kombetin) 
in dieser Konzentration zum systolischen Herzstillstand fiihrt. 


Versuchsbeschreibung 


Oestrontetraacetyl-Glucosid. 1. Zu einer Liésung von 8,1 ¢ 
Oestron und 12,3 g Aceto-bromglucose in 500 ccm Aceton werden 
unter Kihlung und steter Riihrung tropfenweise 15 ccm 2n - KOH 
in 100 com Aceton gegeben. Die Reaktionsmischung l48t man 
12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann destilliert man 
das Aceton im Vakuum ab und nimmt den Acetonriickstand in 
Benzol auf. Das Benzol wird solange mit verdiinnter Natron- 
lauge geschiittelt bis die Lauge auf Zusatz von Saure keine Fil. 
lung von Oestron mehr gibt. 


Die alkalischen Benzolextrakte enthalten unverindertes 
Oestron. Ausbeute 6,01 g, d. h. 74,2°/, der eingesetzten Oestron- 
menge. 


Das Benzol wird im Vakuum abdestilliert und der Benzol- 
riickstand wird in heiBem Alkohol aufgenommen. Beim Abkiiblen 
krystallisiert das Oestrontetraacetyl-Glucosid in langen zarten 
Nadeln vom Schmelzp. 210—212° aus. Nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol schmilzt es bei 214°. Der Schmelzpunkt bleibt auch 
nach 6fterem Umkrystallisieren konstant. Ausbeute 2,88 g, d. bh. 
10°/, der Oestronmenge. Aus den Mutterlaugen des Oestron- 
tetraacetyl-Glucosids werden noch 0,67 g Oestron, d. h. 8,3°/, des 
eingesetzten Oestrons zuriickgewonnen. 


Das Oestrontetraacetyl-Glucosid ist schwer léslich in Athanol 
und Methanol, leichter léslich in Chloroform, Benzol und Ather. 


4,860 mg Subst.: 11,410 mg CO,, 3,105 mg H,0. 
C,,H.,0.-C,H,0;(CH,CO), Ber. C 64,0 H 6,67 
Gef. ,, 64,0 +» 


Drehung: 21,035 mg Subst. in 2 cem Chloroform 
a = + 0,68, [a]? = + 64,64°. 
Acetylbest.: 9,720 mg Subst.: 6,25 cem n/100-NaOH [Fakt. log. 0,0447. 
Ber. COCH, 28,67 Gef. COCH, 27,94. 
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Kig2. Krystalle von Oestrontetraacetyl-Glucosid 
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Andere Darstellungsweisen fiir Oestrontetraacetyl-Glucosid: 
2. Mit Hilfe von Chinolin. 8g Oestron und 20g Acetobrom- 
lucose werden unter Schiitteln in 50 ccm wasserfreiem Chinolin 
lost. Zu dieser Lésung werden 10g frisch gefialltes Silber- 
rbonat gegeben und unter Riihren 30 Minuten auf 60° erhitzt. 
uder erkalteten Lésung werden 250 ccm Eisessig gegeben und 
"15 Minuten geriihrt; dann wird filtriert, der Niederschlag wird in 
'Benzol aufgenommen, das Benzol zuerst mit verdiinnter Schwefel- 
ure gewaschen und dann mit verdiinnter Natronlauge. Auf- 
Parbeitung wie 1. Ausbeute an zuriickgewonnenem Oestron 2,56 g, 
DA. h. 32°/,. Ausbeute an Oé6cstrontetraacetyl-Glucosid 11,40 g, 
Pd. h. 63°) 
-  Oestradiol-Glucosid. — Darstellung durch Hydrierung 
n Oestrontetraacetyl-Glucosid. 10g Oestrontetraacetyl- 
lucosid vom Schmelzp. 214° werden in 5 Liter absolutem Alkohol 
lést und mit 3 g Platinoxydkatalysator hydriert. Die Wasser- 
istoffaufnahme ist nach 1/, Stunde beendet. Das Platin wird ab- 
‘filtriert und der Alkohol bis auf 200 ccm im Vakuum abdestilliert. 
as Oestradiol-Glucosid krystallisiert in Blittchen vom Schmelz- 
nkt 229°. Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol schmilzt 
bei 234°, Die Ausbeute ist fast quantitativ. 

: Das Oestradiol-Glucosid ist sehr schwer léslich in Chloro- 
form und Ather, weniger schwer léslich in Alkohol und Aceton. 
fi Die Drehung wurde nicht bestimmt, da die Substanz in den ge- 
¢ »brauchlichen Lésungsmitteln unléslich ist. 


5,730 mg Subst.: 13,580 mg CO,, 4,090 mg H,0. 
C,,H,,0,-C,H,,0;-H,O Ber. C 64,00 H 7,55 
ORs: .y, ORCS 5, 786. 
Acetylbest.: Die Substanz enthiilt keine CH,CO-Gruppe. 


: Die oestrogene Wirksamkeit der Glucoside der Oestronreihe. 
Bei einem so neuartigen Produkt, wie es die Glucoside der 
q Oestronreihe darstellen, muBte die Priifung auf ihre oestrogene 
Wirksamkeit auf eine médglichst breite Basis gestellt und in 
“mannigfacher Weise variiert werden, um diese Kigenschaft der 
Pneuen Verbindungen klarzulegen. Es hat sich ja bei der Unter- 
 suchung der oestrogenen Wirksamkeit der verschiedenen Kérper 
‘der Oestronreihe immer wieder gezeigt, daB ihre Wirksamkeit 
Pnicht nur je nach der Art der Zufiihrung (einmalige oder frak- 
“tionierte Darreichung), sondern auch je nach der benutzten Tier- 
4 Part groBen Schwankungen unterworfen ist, und da8 zur vollen 
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Charakterisierung der oestrogenen Starke einer Substanz die Pri. 
fung unter den verschiedensten Bedingungen vorgenommen werde, 
mub. Wir haben daher die von uns untersuchten Glucosid 
der Oestronreihe sowohl an der kastrierten Maus wie an de 
kastrierten Ratte ausgewertet und sie teils einmalig zugefihr, 
teils fraktioniert, d. h. auf kleinere Dosen verteilt injiziert. Av; 
den zahlreichen biologischen Versuchen, die seit dem Jahre 193} 
in unserem Laboratorium mit diesen Substanzen durchgefiihr 
wurden, bringen wir im folgenden zwecks Raumersparnis jewei 
nur eine kleine Auswahl, die zur Kennzeichnung der oestrogena 
Wirksamkeit unter den verschiedenen Bedingungen geniigt. All 
hier beschriebenen Versuche wurden, wenn nicht anders bemerkt, 
mit dligen Lésungen der Wirkstoffe in Erdnu86l angestellt. 


I. Oestron-Glucosid. —- 1. An der Maus; 5 subeutane Teil. . 


injektionen: 


0,1 y (Oestrongehalt 0,063 7) 24 M. Oestrus (2,5 Tage)*) 
0,05 y ( ee 0,032 y) 24 M. Oestrus (1,75 Tage) 
0,03 y ( ‘. 0,019 y) 4 M. Prooestrus, 20 M. Oestrus (1,5 Tage, 


Zum Vergleich Versuche mit dem Ausgangs-Oestron: 


0,1 y 4 M. Prooestrus, 20 M. Oestrus (1,3 Tage) 
0,05 y 8 M. keine Wirkung, 10 M. Prooestrus, 6 M. Oestrus (1,3 Tag) 
0,03 y 12 M. ,, ‘ , 10 M. * ce tee (1,0 Tage). 


Das Oestron-Glucosid ist an der Maus bei fraktionierte 
subcutaner Injektion in éliger Lésung noch in 0,03 7, entsprechent 
einem Oestrongehalt von 0,019 y, noch voll wirksam; das Au. 
gangs-Oestron selbst entfaltet erst in 0,1 y die gleiche Wirksamkeit: 
Das Glucosid ist also, auf den Oestrongehalt bezogez, 
etwa 5mal wirksamer als das Oestron. 


2. An der Ratte; 5 subeutane Teilinjektionen: 


3,0 y (Oestrongehalt 1,89 y) 20 R. Oestrus (1,2 Tage) 


2,0 x ( gs 1,26 y) 2 R. keine Wirkung, 4 R. Prooestrus, 
12 R. Oestrus (1 Tag) 

LO ¥ ( ‘ 0,63 y) 20 R. keine Wirkung 

0,25 y ( . 0,158 y) 20 R. i. 


Zum Vergleich Versuche mit dem Ausgangs-Oestron: 
3,07 20 R. Oestrus (1,8 Tage) 
2,07 20 R. Oestrus (1,5 Tage) 
10y 4 R. Prooestrus, 16 R. Oestrus (1,2 Tage) 
0,67 8 R. keine Wirkung, 12 R. Prooestrus. 


*) Durechschnittliche Dauer des Oestrus. 
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@ Pri. Das Oestron-Glucosid ist an der Ratte bei fraktionierter 
erden Misubcutaner Injektion in 6liger Lésung in 3,0 y, entsprechend 
coside einem Oestrongehalt von 1,89 y, voll wirksam; vom Ausgangs- 
n de faOestron hat 1,0 y die gleiche Wirksamkeit: Das Glucosid ist 
fiihr, also unter diesen Versuchsbedingungen, auf den Oestron- 
. Aufieehalt bezogen, etwa halb so wirksam wie das Oestron. 
» 1933 


3, An der Ratte, einmalige Injektion: 


efiihr: 
eweil 4,0 y (Oestrongehalt 2,52 y) 12 R. Oestrus (1,5 Tage) 
7 2,07 ( * 1,26 y) 3 R. Prooestrus, 9 R. Oestrus (1,2 Tage) 
gener 1,0 7 ( Fe 0,63 y) 2 R. keine Wirkung, 4 R. Prooestrus, 
, Alle 6 R. Oestrus (1,2 Tage). 
~@ Zum Vergleich Versuche mit dem Ausgangs-Oestron: 
; > 307 1 R. Prooestrus, 15 R. Vestrus (1,5 Tage) 
Teil: fe 2,07 1 R. keine Wirkung, 5 R. Prooestrus, 10 K. Oestrus (1 Tag) 


107 4K. ,, i ee is a es: oer) OR 


Das Oestron-Glucosid ist an der Ratte bei einmaliger 
njektion auf den Oestrongehalt bezogen deutlich wirksamer als 
as Oestron selbst, die Ratteneinheit ist bei etwa 2 y Glucosid, 
putsprechend 1,26 y Oestron erreicht, beim Oestron selbst erst 
bei etwa 3,0 7. 


Tage, 














ag) 
ae. II. Oestron-Tetraacetyl-Glucosid. Im Gegensatz zum desacety- 
ierten ist das die Acetylgruppen tragende Glucosid des Oestrons 
n seiner Wirksamkeit an der Maus stark abgeschwiacht, jeden- 
alls sind die dort wirksamen Dosen von 0,03 y, 0,05 y und 0,1 
hier vollkommen unwirksam, ebenso die Dosis von 0,2 y Glucosid. 
n der Ratte waren Dosen von 0,5 y und 1,0 y Glucosid ganz 
onwirksam; bei 2,0 y sah man eben angedeutete prooestrale Kr- 
“scheinungen auftreten; jedenfalls ist das Tetraacetyl-Glucosid 
“euch an der Ratte bedeutend schwicher wirksam als das des- 


acetylierte Produkt. 
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Sirus, 
Tag Aus dieser Unwirksamkeit des acetylierten Glucosids erklirten sich 
achtriiglich die schwankenden Befunde, die wir im Anfang unserer Unter- 
Suchungen bei der Auswertung der Glucosidchargen beobachteten: Damals 
nthielten die Chargen nicht selten noch wechselnde Mengen des acetylierten 
‘roduktes, wodurch die Wirksamkeit der Chargen natiirlich in mehr oder 
veniger hohem Grade herabgesetzt wurde. 















Man kann beim Tetraacetyl-Glucosid durch gewisse Ab- 
inderungen der Resorptionsverhaltnisse, z. B. durch Auf- 
sen in einem tierischen statt in dem sonst benutzten pflanz- 
ichen O1 eine oestrogene Wirksamkeit feststellen, die sich aber 
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~ 


in bescheidenen Grenzen halt: an der Ratte waren unter solcher Banc 
Bedingungen bei einmaliger subcutaner Injektion 10 y voll wirksam, BY je 


III. Oestradiol-Glucosid. —. 1. An-der Maus; 5 subecutane Tei]. eal | 
injektionen: 
0,1 y (Oestradiolgebalt 0,046 y) 5 M.Prooestrus, 7 M. Oestrus (1,75 Tage) I Glu 


0,15 y ( % 0,069 y) 12 M. Oestrus (2,0 Tage). Glu 
Zum Vergleich Versuche mit Oestradiol: BS 
01 yy... . 12 M. Oestrus (3 Tage) 48 y 
ODOR. 2 6 EL ER: (2 ,, ), 1 M. gestorben 10 1 

OG a I . ieee Oest 


Das Oestradiol-Glucosid ist an der Maus bei fraktionierte 
subcutaner Zufiihrung, auf den Oestradiolgehalt bezogen, nur etw: 
1/, so wirksam wie das nicht glucosidierte Oestradiol; es ist auch 
weniger wirksam als das Oestron-Glucosid (vgl. oben I, 1) unter den 
gleichen Bedingungen. 


2. An der Ratte; 5subcutane Teilinjektionen: 
0,6 y (Oestradiolgehalt 0,28 7) 2 R. Prooestrus, 30 R. Oestrus (1,5 Tage! 


0,3 y ( a 0,147) 8 R. keine Wirkung, 10 R. Prooestrus. : 
Zum Vergleich Versuche mit Oestradiol: ii 


0,6 7...10 R. Oestrus (1 Tag) 

047...10R. , (1 Tag) 

027...10R. , (1 Tag) der 
Oly... 2 R. keine Wirkung, 2 R. Prooestrus, 6 R. Oestrus (1 Tag). [Rider « 
wird 
niss¢ 
Wirk 
scheic 
liche 
deutli 
bei 0 









Das Oestradiol-Glucosid ist an der Ratte bei fraktionierter 
subcutaner Zufiihrung, auf den Oestradiolgehalt bezogen, etwa 
gleich oder etwas weniger wirksam als das Oestradiol selbst und 
bedeutend besser wirksam als das Oestron-Glucosid unter de 
gleichen Bedingungen (vgl. oben I, 2). 


3. An der Ratte; einmalige Injektion: 


5,0 y (Oestradiolgehalt 2,290 7) 24 R. Oestrus (2,25 Tage) entsp: 
2,0 y ( + 0,916 y) 4 R. Prooestrus, 20 R. Oestrus (2 Tage) Bfahe; 
1,0 ¥ ( > 0,458 y) 10 R. ea a » (1,2 Tage Ls tS 

Zum Vergleich Versuche mit Oestradiol: ‘beim 
6,0 y...12 R. Oestrus (1,5 Tage) [vgl. ¢ 
4,0 y... 4B. Prooestsrus, 8 R. Ostrus (1,5 Tage) iber 

2,07... 2R. keine Wirkung, 6 R. Prooestrus, 4 R. Oestrus (1,5 Tage) ist b 
107... 8R. ,, “ae ®t mae; ae : : 
CD als 


Das Oestradiol-Glucosid ist an der Ratte bei einmalige—,,, , 
subcutaner Injektion, auf den Oestradiolgehalt bezogen, etwi : 
4—6mal wirksamer als das nicht glucosidierte Oestradiol; es 5, 
















































Uber Glykoside der Oestronreihe 99 


olchen F¥auch besser wirksam als das Oestron-Glucosid bei fraktionierter, 
rksam, Baber etwa gleich gut wirksam wie dieses bei einmaliger Darreichung 
. Tei). jean der Ratte. 


IV. Oestradiol-Tetraacetyl-Glucosid. Ebenso wie beim Oestron- 
) Tage J Glucosid war auch hier das die Acetylgruppen tragende Oestradiol- 
Glucosid bedeutend weniger wirksam als das desacetylierte Produkt: 
iSo waren bei einmaliger subcutaner Injektion an der Ratte auch 
48 y noch nicht voll wirksam und erst bei 96 y zeigten von 
10 Versuchsratten immer noch 3 R. Prooestrus und nur 7 R. einen 
Oestrus von 2tigiger Dauer. 


erter Fassen wir die Ergebnisse der Auswertungen kurz zusammen: 


we Oestron-Glucosid (auf den Oestrongehalt bezogen): 
» auc 
sr der Maus, fraktionierte Zufiihrung: 5mal wirksamer als das Oestron 
eeu Ratte, ‘. e 1/, so wirksam wie Oestron 
Ratte, einmalige Injektion: 2mal so wirksam wie Oestron. 

Oestradiol-Glucosid (auf den Oestradiolgehalt bezogen): 
being ' Maus, fraktionierte Zufiihrung: 6mal weniger wirksam als Oestradio] 
— Ratte, ‘“ #,, ebenso wirksam wie Oestradiol 

Ratte, einmalige Injektion: 5mal wirksamer als Oestradiol. 



















Wie ersichtlich, sind die Glucoside je nach der Tierart und 
der Art der Zufiihrung bald besser, bald schlechter wirksam als 
der entsprechende nicht glucosidierte Kérper. Den Grund dafiir 
wird man wohl mit Recht in den Ausscheidungsverhilt- 
nissen suchen. So ist z.B. beim Oestron-Glucosid die hohe 
Wirksamkeit an der Maus mit einer auffallend langsamen Aus- 
scheidung und (oder) Zerstérung gekoppelt, denn die durchschnitt- 
liche Dauer des Oestrus ist gegeniiber dem Ausgangsoestron sehr 
eutlich verlingert: sie steigt von 1,5 Tagen bei 0,03 y auf 1,75 Tage 
bei 0,05 y und auf 2,5 Tage bei 0,1 y Glucosid, wahrend die 
entsprechenden Zahlen fiir Oestron 1 Tag: 1,3 Tage: 1,3 Tage lauten. 
Dabei ist die Resorption des Glucosids aus dem dligen Depot 
im Unterhautzellengewebe nicht langsamer als beim Oestron oder 
beim Oestradiol, denn die Latenzzeit des hormonalen Effekts 
[vgl. dazu die Untersuchungen des einen von uns, Voss 1937°)], 
liber das Problem der Latenzzeit und des Resorptionsoptimums) 
ist beim Glucosid nicht verlingert, der Oestrus tritt nicht spiiter 
‘in als bei den nicht glucosidierten Kérpern. Mit diesen Resorptions- 
nd Beeriteneetees cinneae ean der Glucoside hingt auch die 





*) H. E. Voss, Klin. Waehr. 1936, 633--636. 
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giinstige Gestaltung ihrer Wirkung bei einmaliger [y. 
jektion zusammen: Das Oestron-Glucosid ist bei dieser Applikg. 
tionsform etwa doppelt so wirksam wie das Oestron, das Oestradicl. Fe 
Glucosid sogar 5mal wirksamer als das Oestradiol. Dank diesa fF 
Eigenschaft erscheinen die Glucoside gewissermaBen pridestinie, f 
fiir die Therapie des Hormonsto8es, bei dem es auf die massiert: Del 
Wirkung der gesamten injizierten Hormonmenge ankommt, wa 

nur durch eine schnelle Resorption, aber relativ langsame Au.— 
scheidung und (oder) Zerstérung bewerkstelligt werden kam, 
Wirkungsbedingungen, die bei den Glucosiden verwirklicht nf 
sein scheinen. Die Erfolge der klinischen Anwendung def 
Glucoside haben diese Annahme, die sich auf den tierexperimentelle 
Erfahrungen aufbaute, voll bestitigt [vgl. Ehrhardt 1938]. 

Von besonderem Interesse diirfte die Wirkung der intravenisa — 
Injektion gréBerer Follikelhormondosen bei der Follikelpersisten 
sein, die zur glandular-cystischen Hyperplasie der Uterusschleimhau ) 
fihrt. Hier kommt es durch den HormonstoB offenbar aR, ,j);, 
Hemmung der Hypophyse, bzw. zur Bildung des luteinisierenda 
Faktorsin ihr und damit zur Abheilung der Krankheit. Interessani 
ist ferner die Wirkung des HormonstoBes bei klimakterischen Be 
schwerden, die nach intravenéser Injektion von 20-30 mg (inner. 
halb von 14 Tagen) meist fiir Monate verschwinden. 





®) K. Ehrhardt, Jahreskurse jirztl. Fortbildg. 1938, H. 7. 
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O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier?) sowie B. Kisch?) 
stellten fest, daB die Atmung von Leber- und Nierengewebe durch 
Aminosiuren, vor allem durch Zusatz von Phenylalanin, Tyrosin, 
eucin, Asparagin- und Glutaminsiure gesteigert wird. Die 
Atmungssteigerung war besonders hochgradig beim Nierengewebe. 
H. A. Krebs*) beobachtete Unterschiede zwischen den stereo- 
someren, optischen Antipoden der Aminosaduren. Die nicht natiir- 
iche d-Form wird viel rascher desaminiert als die natiirliche 
-Form. Versuche von K. Felix, K. Zorn und H. Dirr-Kalten- 
bach*) ergaben, daB die beiden optischen Isomeren der Amino- 
djuren zwar gleichviel Sauerstoff verbrauchen, aber hinsichtlich 
Mer Abspaltung von Ammoniak, also der eigentlichen Desami- 
hierung sich grundsitzlich verschieden verhalten. Nach H.A. Krebs’) 
bt es zweierlei Systeme fir den Abbau der Aminosiuren. Die 
Aminosiureoxydase, fir die natiirlichen Aminosiuren, ist an die 
@utakte Zelle gebunden. Sie wird unwirksam durch Mahlen, 
mrocknen, Zerreiben und vergiftet durch m/100-Cyanid und Octyl- 
lkohol. Die d-Aminosiureoxydase zur oxydativen Desaminierung 





') O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, Biochem. Z. 157, 459 
925), 

*) B. Kiseh, Biochem. Z. 238, 351 (1931); 242, 26, 436 (1931). 

*) H. A. Krebs, Klin. Wschr. 1932, II, 1744. 

 K. Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, Diese Z. 247, 141 
1937), 

’) H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933); 218, 157 (1933); Biochemie. J. 
, 1620 (1935). 
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der nicht natiirlichen d-Form ist leicht extrahierbar und noch 
wirksam bei Anwesenheit von Cyanid und Octylalkohol. Sie setz 
sich, wie O. Warburg und W. Christian?) eingehend unter. 
suchten, aus einem Protein und dem reversibel abtrennbarep, 
fir sich allein unwirksamen Alloxazin-adenindinucleotid, als (o. 
Ferment, zusammen. Die d-Aminosiureoxydase gehort also zu dey 
gelben Fermenten. K. Felix und K. Zorn?) zeigten erneut, dag 
durch dieses Ferment nur die d-Aminosiuren desaminiert werden, 
wihrend die l-Aminosiuren vollig intakt bleiben. 


Wir untersuchten carnivore, omnivore und herbivore Tiere, 
und zwar Schakal, Hund, Katze, Pferd, Meerschweinchen, Igel 
und Ratten. Bei allen Tieren konnten wir in der Niere eine 
wesentlich héheren Gehalt an d-Aminosiureoxydase feststellen 
als in der Leber. Da die Carnivoren den gréBten Protein. 
stoffwechsel aufweisen, war zu erwarten, daB diese den 
hiéchsten Gehalt an Ferment besitzen, die Herbivoren 
hingegen den niedrigsten. Unsere Versuche bestiatigten 
diese Erwartung (vgl. Tab.). Die Omnivoren zeigten wechselnden 
Gehalt an d-Aminosiureoxydase, der zwischen dem der carnivoren 
und herbivoren Tieren liegt. Eine Beeinflussung bei omnivoren 
Tieren durch fleischreiche und fleischlose Kost ergab keine ein- 
deutigen Resultate. Bei Ratten stellten S.Ochoa u.R.J. Rossiter’ 
nach Fiitterung mit zu geringen Mengen Flavin einen Alloxazin- 
adenindinucleotidmangel fest. Bei uns fiihrte die Fiitterung de 
Ratten mit Lactoflavin zwar zu einer Speicherung dieses Stoffes 
in Niere und Leber, jedoch war eine Fermenterhéhung nicht 2 
erzielen. 


Nach F. Knoop und Mitarbeitern*) erfolgt der Abbau der 
8-Oxyaminosiuren nicht gemi8 dem Schema der einfachen Amino- 
siuren, sondern dem der Fettsiuren. Im Einklang damit steht 
die Beobachtung von K. Felix und K. Zorn) daB d,l-Serin von 
d-Aminosiureoxydase praktisch nicht verindert wird. Die vou 
uns untersuchte d-Glucosaminsiure blieb bei Einwirkung vol 
d-Aminosiiureoxydase ebenfalls véllig unangegriffen. 

'!) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 295, 261 (1938); 2%, 
294 (1938). 

*) K. Felix un. K. Zorn, Diese Z. 258, 16 (1939). 

‘) S. Ochoa u. R. J. Rossiter, Nature 144, 787 (1939). 

‘) F. Knoop und Mitarbeiter, Diese Z. 239, 30 (1936). 

*) aca. O. Diese Z. 258, 16 (1939). 





Der 


Pfei 


Meerschw 


Ige 
Ratte ] 
] 


] 
q 
q 
7 
7 


Die 
oxydase 
angegeb 


Die 
Schlachi 
mihle : 
mit Ace 
Vakuum 
Organpt 
rieben 1 
Die kla 
wird so’ 
Beoback 
mehrstii 
Gasraur 
0,5 com 
Hauptre 
GefaBe 





1) ( 


Hoppe 











Der Gehalt an d-Aminosiureoxydase der Leber und Niere usw. 


Tabelle 
emm Q,/Stunden fiir 0,1 g Rohferment 

















Tierart Ernahrung Niere Leber 
Hund I normal 680 | 306 
Hund I - 1100 580 
Schakal a) 719 228 
Katze ‘ 645 122 
Pferd ‘i 23 22 
Meerschweinchen i 39 97 
Igel Pflanzenkost 10 — 
Ratte I normal 132 15 
ou * 108 31 
4 ae Rf 134 24 
a ohne Protein 228 52 
ae ” x 127 48 
= Trockenfleisch 180 102 
» Vil ‘i 232 36 
» Vill normal + 5 mg Lactoflavin pro Tag 338 17 
» = desgleichen 143 8 
a i 149 27 
~~ aa mn 339 40 








Die Untersuchungen der einzelnen Organe auf d-Aminosaure- 
oxydase geschah nach der von O. Warburg und W. Christian’) 
angegebenen Methode. Als Substrat diente d,l-Alanin. 


Beschreibung der Versuche 


Die Organe (Leber und Nieren) der Tiere werden nach dem 
Schlachten sofort herausgenommen und sogleich in der Latapiec- 
nihle zerkleinert. Zur Entwisserung iibergieBt man 4—5 mal 
mit Aceton, laBt jeweils 15—20 Minuten stehen und trocknet im 
Vakuum iiber P,O,. Zur Herstellung des Extraktes wird 1 g 
Organpulver mit 20 com Wasser unter Zusatz von Seesand zer- 
rieben und bei 15000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert’). 
Die klare gelbe bis rotgelbe Lésung, die das Ferment enthilt, 
wird sofort mit d,l-Alanin manometrisch ausgetestet, da wir die 
Beobachtung machten, daB die Wirksamkeit des Extraktes bei 
uehrstiindigem Stehen abnimmt. Die Messung wird mit Luft im 
Gasraum ausgefihrt. Jeweils werden 0,5 ccm Fermentlésung, 
0.5 ccm Wasser und 1 ccm m/10-Pyrophosphat (p,, 8,3) in den 
Hauptraum und 0,2 ccm 4,5°/,iges d,l-Alanin in den Anhang der 
GefiBe gebracht. In den Einsatz bringt man Kalilauge. 


1) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 (1938). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 
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Uber den Gehalt von Xanthomen an Cholesterin 
und Cholesterinestern und deren Isolierung 


14, Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe (Sterine)' 


Von 


Wilhelm Dirscher! 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1940) 


Bekanntlich ist das Cholesterin im tierischen und mensch- 
lichen Kérper teils in freier Form, teils in gebundener (als Fett- 
siureester) vorhanden. Als erster hat Hiirthle?) in einer ver- 


dienstvollen Arbeit Cholesterinester, nimlich den Olsiure- und § 


den Palmitinsiureester, aus normalem tierischen Gewebe (Blut- 
serum) isoliert und identifiziert (der Stearinsiureester lieB sich 
nicht erhalten). Die Vermutung, daB es sich bei den in xantho- 
matésem Gewebe beobachteten doppeltbrechenden Substanzen um 
Cholesterinfettsiureester handle, hat Pringsheim®) erhartet. Er 
erhielt aus 1,9 g xanthomatéser Dura mater einer Patientin mit 
chronischem Ikterus und Lebercirrhose 2 Krystallarten, deren 
eine unscharf bei 64—65°, die andere scharf bei 67,5° schmolz 
Beide Priparate bestanden aus Nadeln und Schollen, die bei 100' 
doppeltbrechende Tropfen bildeten. Die gleichen Krystallarten 
mit den angegebenen Schmelzpunkten gewann Pringsheim wm 
einer Menge von 7,77 °/, aus 11,0g xanthomatéser Haut der gleichen 
Patientin. Bei der gemeinsamen Verseifuug der etwas verschieden 
schmelzenden Krystalle wurden Cholesterin und ein Gemisch von 
Fettsiuren erhalten, die nicht einwandfrei erkannt wurden. Nach 
Pringsheim handelte es sich um eine Mischung, in der eine 


1) 13. Mitt.: Dirscherl u. Traut, Diese Z. 262, 61 (1939). 
2) Diese Z. 21, 331 (1895). 
8) Biochem. Z. 15, 52 (1909). 
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ungesattigte Fettsdure (wahrscheinlich Ol- oder Elaidinsiure) iiber- 
wog, Wahrend gesittigte Fettsiuren (wahrscheinlich Stearin- und 
Palmitinséure) in geringerer Menge vorhanden sein sollten. Jeden- 
falls hat Pringsheim ein Gemisch verschiedener Cholesterinester 
in Handen gehabt, worauf auch der Schmelzpunkt hindeutet. 
Uber die Anwesenheit von freiem Cholesterin im xanthomatésen 
Gewebe macht Pringsheim keine Angaben. 


Vor Erwahnung weiterer einschligiger Arbeiten sei ein- 
geschaltet, daB aus der Haut eines Patienten mit Dermatitis 
exfoliativa von Salkowski*) Cholesterinpalmitat isoliert wurde. 
Aus normaler Haut scheinen die Ester nicht gewonnen worden 
zu sein (ebensowenig aus Menschenblut). 


Quantitative Angaben machen Epstein und Lorenz’), die 
in den xanthomatésen Kinlagerungen der Dura mater bei einem Fall 
von Schiller-Christianscher Krankheit 15,35°/, (des Trocken- 
gewichts) Cholesterinester und 3,23°/, freies Cholesterin nach- 
wiesen. In einem sehr groben Tumor bei einer cerebralen Form 
yon Xanthomatose stellten Bogaert, Scherer und Epstein®) 
16,21°/, Cholesterin (offenbar Gesamtcholesterin, auf die Trocken- 
substanz bezogen) fest. Der Gesamtcholesteringehalt eines un- 
gewohnlich groBen, 45 g schweren gestielten Xanthoms, das von 
Eckstein und Wile’) untersucht wurde, betrug 8,59°/,, der 
des angrenzenden, makroskopisch sich abhebenden Gewebes da- 
gegen nur 0,34°/,, waihrend normales menschliches Unterhaut- 
fett noch wesentlich weniger Cholesterin (etwa '/, des zuletzt 
erwihnten Wertes) enthalt. Uber den Anteil der Cholesterinester 
am Gesamtcholesterin finden sich in der erwihnten Arbeit keine 
Angaben. 


Die Literatur iiber das Vorkommen des Cholesterins bzw. 
seiner Ester in Xanthomen ist recht spirlich. Das ist bei der 
Seltenheit gréBerer Xanthome, die zur Aufarbeitung reizen, kein 
Wunder. Ich habe daher gerne die Gelegenheit zu einer solchen 
Untersuchung ergriffen, als mir Herr Prof. Schubert (mit freund- 
licher Vermittlung von Herrn Prof. Felix) geeignetes Material 
aus der hiesigen Hautklinik iiberlieB. Herrn Prof. Schubert 





*) Arb. aus d. pathol. Instit. Berlin 1906, 573. 

*) Zitiert bei M. Biirger, Kongr.zbl. inn. Med. 48, 195 (1931). 
*) Zitiert bei M. Biirger, Med. Welt 12, 485 (1938). 

) J. of Biol. Chem. 87, 311 (1930). 
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miéchte ich auch an dieser Stelle fiir seine Liebenswiirdigkeit und 
fir die Gewahrung der Kinsichtnahme in die Krankengeschichte’) 
bestens danken. 


Die 52jahrige Patientin B. zeigte multiple Xanthome ver- 
schiedener GréBe und Lokalisation. An beiden Knie- und Ellen- 
bogengelenken befanden sich hasel- bis wallnuBgroBe derbe Knoten- 
bildungen von blaulichroter Farbe mit gelblichen Einlagerungen. 
Zahlreiche kleinere, etwa kirschgrobe Tumoren waren an den 
Fingergelenken vorhanden und iiber den ganzen Korper verstreut. 
Die klinische Diagnose ,,multiple Xanthome“ wurde durch den 
histologischen Befund zahlreicher Xanthomzellen bestitigt. Interes- 
sant ist die Tatsache, daB sowohl die medikamentise (u. a. Insulin) 
als auch die diaitetische Behandlung (fettarme Ernahrung) erfolglos 
blieben. Der Gesamtcholesteringehalt im Blut der am 7.12. 1936 in 
die Hautklinik aufgenommenen Patientin war am 9.12. 285 mg-°/,, 
dann erfolgte verschiedenzeitig die chirurgische Entfernung der 
groBen Tumoren an den Knie- und Ellenbogengelenken. Am 
5. 2. 1937 betrug der Blutcholesterinspiegel 750 mg-°/,. Da der 
Wert bedeutend héher als kurz nach der Kinlieferung lag, wurde 
zur Kontrolle einige Tage spiter (9. 2. 1937) noch einmal der 
Cholesterinwert im Blut bestimmt; er ergab sich zu 660 mg-°/.. 
Es ist fiir die Auffassung der Xanthomatose sicher nicht ohne 
Interesse, daB trotz fettarmer Diait der Cholesterinspiegel anstieg. 
Uber den Blutcholesteringehalt bei Xanthomatosen finden sich sehr 
verschiedene Angaben. Bei dem oben erwahnten von Bogaert, 
Scherer und Epstein untersuchten Fall schwankte er zwischen 
160 und 190 mg-°/,, war also kaum erhéht. Das Blut des von 
Eckstein und Wile beschriebenen Patienten mit dem gestielten 
Xanthom enthielt 245 mg-°/,, in friiheren Untersuchungen hatte 
Eckstein Werte zwischen 110 und 816 mg-°/, gefunden, so dab 
er einen direkten Parallelismus zwischen den Lipoiden des Blutes 
und der Tumoren ablehnt. Ich méchte auf diese Frage lediglich 
hinweisen, ohne niher darauf einzugehen, da sie noch zu uniiber- 
sichtlich ist um zu klaren Schluffolgerungen kommen zu kénnen. 
Es ist noch véllig unbekannt, ob es sich bei den Xanthomatosen 
um vermehrte Bildung oder verminderte Ausscheidung des Cho- 
lesterins handelt. In dieser Hinsicht ist die Lage ganz abnlich 
wie bei der Harnsauregicht. 


8) Vgl. Schubert, Frankfurter Dermatologen-Vereinigung vom 8. 12. 
1936, Zbl. Hautkrkh. 56, 13 (1937). 
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Die Untersuchung der 3 zur Verfiigung gestellten, exstirpierten Xan- 
thomknollen wurde folgendermaBen vorgenommen. Zur Trennung von freiem 
und gebundenem Cholesterin bediente ich mich im wesentlichen der Methodik 
von Windaus’), 


Xanthom I wog feucht 7,47 g und enthielt 277 mg Gesamtcholesterin 
(= 3,7°/,), wovon 151 mg (= 2,0°/,) frei und 126 mg (= 1,7°/,) gebunden vor- 
lagen, Auf das 'Trockengewicht bezogen erhilt man einen Gesamtcholesterin- 
gehalt von tiber 12°/,, wenn man den Wassergehalt des Tumors zu 70°/, 
annimmt. Ein Teil des Filtrates der Digitoninfallung des freien Cholesterins 
wurde nicht verseift, sondern zur Isolierung der Ester verwendet. Dieser 
Anteil enthielt 61 mg gebundenes Cholesterin, lieB sich aber aus Ather- 
Alkohol nicht krystallisieren und wurde mit entsprechenden nichtkrystallisier- 
baren Fraktionen der anderen Xanthome zusammengegeben. 


Xanthom II und III wurden einige Zeit getrennt unter Alkohol auf- 
bewahrt, bevor sie aufgearbeitet wurden. Im Verlauf einiger Wochen 
schieden sich aus der alkoholischen Fliissigkeit gut ausgebildete Krystalle 
ab (bei einem Xanthom 105 mg). Die zuerst abgeschiedenen Krystalle 
zeigten den Schmelzpunkt des reinen Cholesterins, die spiter erhaltenen 
schmolzen einige Grade zu tief, waren aber nach einmaliger Umkrystalli- 
sation aus Alkohol ebenfalls rein. Die Identitét mit Cholesterin wurde 
ferner durch die colorimetrische Auswertung der Liebermann-Burchard- 
schen Farbreaktion und die Darstellung des Acetylcholesterins erwiesen, das 
nach der Bereitung ('/, stiindiges Erhitzen mit Essigsiureanhydrid, hierauf 
Verdiinnen mit wiB8rigem Alkohol) nach einmaliger Umkrystallisation aus 
absolutem Alkohol bei 115° schmolz. Die Mischprobe mit Acetylcholesterin 
ergab keine Schmelzpunktserniedrigung. Nach Abtrennung der ausgeschie- 
denen Cholesterinkrusten wurden die alkoholischen Fliissigkeiten zur Trockne 
verdampft und dieser Riickstand zusammen mit den zerkleinerten Haut- 
knollen der Atherextraktion unterworfen. Beide Xanthome enthielten zu- 
sammen, unter Beriicksichtigung des bereits vorher auskrystallisierten Chole- 
sterins, 806 mg Gesamtcholesterin, davon 646 mg in freier und 160 mg in 
veresterter Form. Durch ein Versehen ist die Trockengewichtsbestimmung 
auch hier unterblieben, beide Knollen wurden nach Herausnahme aus der 
alkoholischen Fliissigkeit und Liegen an der Luft gewogen (II: 6,87 g; 
III: 5,00 g). Auf diese ,,Feuchtgewichte“ bezogen enthalten beide Xanthome 
zusammen 6,83°/, Gesamtcholesterin, davon 5,47°/, freies und 1,35°/, ge- 
bundenes Cholesterin. Diese Prozentzahlen wiirden sich bei Berechnung 
auf Trockengewicht mindestens auf das 2—3fache erhéhen. Abweichend 
von Xanthom I ist hier der Anteil des gebundenen Cholesterins am Gesamt- 
wert viel geringer. Die erhaltenen Sterindigitonide wurden nach Schén- 
heimer und Dam”) mit Pyridin—-Ather zerlegt, das erhaltene Sterin um- 
krystallisiert und durch Schmelzpunkt, colorimetrische Bestimmung und 
Bereitung des Acetylderivates mit Cholesterin identifiziert. 


Nachdem der Gehalt an gebundenem Cholesterin in einem aliquoten 
Teil (?/49) bestimmt worden war, wurde der restliche Teil des vom freien 





%) Diese Z. 65, 110 (1910). 
”) Diese Z. 215, 59 (1933). 
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Cholesterin befreiten Extraktes, der 146 mg gebundenes Cholesterin enthiilt. 
priparativ aufgearbeitet (vgl. unten). 


Das bei der Bestimmung des freien Cholesterins im Extrakt der 
Xanthome IJ und III erhaltene Digitonid wurde mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Der Waschither enthielt einen Stoff (17 mg), der sich aus heiBem 
Alkohol umkrystallisieren liBt. Der Schmelzpunkt stieg von 65° nach weiterer 
zweimaliger Umkrystallisation aus Ather-Alkohol (in der weiter unten an- 
gegebenen Weise) auf 73—75°. Die schollenférmigen Krystalle gaben mit 
Antimontrichlorid keine Fiarbung, zeigten positive Liebermann-Burchard- 
sche Farbreaktion, enthielten aber kein freies Cholesterin (Digitoninprobe), 
Die Vermutung, dab es sich um den Palmitinsiureester des Cholesterins 
handle, schien sich zu bestitigen, als sich bei der Mischprobe mit synthe- 
tischem Palmitat vom Schmelzp. 77—78° keine Schmelzpunktserniedrigung 
ergab (das Gemisch schmolz zwischen den angegebenen Werten). Aber 
auch die Mischprobe mit synthetischem Cholesterinstearat (Schmelzp. 82° 
zeigte keine oder keine deutliche Depression. Reines Stearat und Palmitat 
geben aber miteinander eine Schmelzpunktserniedrigung, wie bereits 
Hiirthle*) angegeben hat und auch ich bestitigen kann (wenigstens fiir 
eine Mischung zu etwa gleichen Teilen). Die einfachste Erklirung ist wohl 
die, da8 die von mir erhaltenen Krystalle vom Schmelzp. 73—75° ein Gemisch 
von Cholesterin-palmitat und -stearat sind, worauf auch der niedrige Schmelz- 
punkt hindeutet. Da die Menge sehr gering war, konnte die Umkrystallisation 
nicht weiter fortgesetzt werden. Etwa 5 mg wurden mit Natriumithylat in 
alkoholischer Lésung 2 Stunden verseift und aufgearbeitet. Die Ather- 
extrakte der alkalischen, von Alkohol befreiten Liésung wurden zur Trockne 
gedampft, in Alkohol aufgenommen und mit Digitoninlésung versetzt. Das 
ausgefallene Digitonid wurde mit Pyridin-Ather zerlegt und das erhaltene 
Sterin aus wiBrigem Alkohol umkrystallisiert. Wenn auch der Schmelzpunkt 
des reinen Cholesterins noch nicht erreicht war, so war nach Krystallform 
und Farbreaktionen doch kein Zweifel, da® es sich um Cholesterin gehandelt 
hat. Nach dem Ansduern der alkalischen Lésung wurden die freiwerdenden 
Fettsiiuren mit Ather extrahiert und zur Trockne gedampft. Der farblose, 
feste Riickstand wurde mit sehr wenig Aceton in der Kilte behandelt, wobei 
etwas Substanz in Lésung geht, die Hauptmenge aber in Form weifer 
fettiger Schuppen zuriickbleibt. (Bekanntlich sind gesittigte Fettsiuren in 
kaltem Aceton schwer, ungesiittigte dagegen leicht léslich.) Die Schuppen 
schmolzen auf dem Mikroschmelzblock (nach Kofler) etwa bei 50°, wihrend 
Palmitinsiure unter den gleichen Bedingungen bei etwa 55° schmilzt, also 
einige Grade tiefer als bei der gewéhnlichen Schmelzpunktsbestimmung im 
Schwefelsiurekolben. Die isolierte Substanz vom Schmelzp. 73—75° enthilt 
zweifellos einen Ester, der aus Cholesterin und fester Fettsiure zusammen- 
gesetzt ist, wahrscheinlich handelt es sich um Cholesterinpalmitat, dem 
Cholesterinstearat beigemengt ist. 


Wie oben bereits erwihnt, wurde die Hauptmenge des Filtrats der 
Digitonidfaillung des freien Cholesterins aus Xanthom II und III auf Chole- 
sterinester untersucht. Nach Versetzen mit Wasser wurde mittels' Petrol- 
thers die Esterfraktion ausgezogen und in heiBem 96°/, igen Alkohol 
aufgenommen. (Davon wurde '‘/,, zur quantitativen Bestimmung, °/,, zur 


Esterisolierung verwendet.) Bei mehrtigigem Stehen schieden sich aus der 
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elkoholischen Lésung allmahlich Oltropfen ab, die langsam krystallisierten. 
Epiese Oltropfen wurden zusammen mit den Krystallen aus Ather-Alkohol 
umkrystallisiert. Wegen der kleinen Mengen war das nicht sehr einfach 


) durchzufiihren. Am besten hat sich mir folgende Methode bewihrt: Man 
F jsst in beliebig viel Ather, gibt dann absoluten Alkohol dazu und saugt nun 


in einem sogenannten Wittschen Filtriertopf (evtl. auch in einer Saugflasche) 
Luft oder Stickstoff iiber die Fliissigkeitsoberfliche. Nach einiger Zeit 
schieden sich schéne Drusen seidigglinzender Krystalle (39 mg) ab. 


Die angegebene Methode der Umkrystallisation hat verschiedene Vor- 
tele. Man kann die Schnelligkeit des Auskrystallisierens durch Variation 
der Fliissigkeitsmengen beeinflussen. Ein Vorzug ist auch die gleichzeitige 
starke Abkiihlung durch die Verdunstung des Athers. Die Methode ist ge- 
eignet, wenn es sich darum handelt, kleine Mengen von Stoffen aus Liésungs- 
'mittelgemischen umzukrystallisieren, wobei die Flissigkeit mit dem gréBten 
Lisungsvermégen am leichtesten verdampfen muB, wie es bei Ather-Alkohol 
‘hier der Fall ist. 

Durch wiederholte Umkrystallisation in der geschilderten Art erhielt 
ich farblose Krystalle vom Schmelzp. 38—39°, offenbar den Olsiurester des 


'Cholesterins. Durch weitere Umkrystallisationen wurde der Schmelzpunkt 


nicht mehr erhéht, der Mischschmelzpunkt mit synthetischem Ester war 
nicht méglich, da beide zur Zeit der Aufarbeitung (Sommer) zu weich 
waren, um miteinander gemischt zu werden und nach dem Schmelzen der 


' Olsiiureester nicht mehr erstarrt. Nach Verseifung des Esters mit Natrium- 


ithylat lieB sich Cholesterin und eine fliissige briiunlich aussehende Fett- 
siure nachweisen, die wie Olsiure riecht, leicht in Aceton léslich ist und 
Brom addiert. Die Siure ist also ungesittigt und sehr wahrscheinlich O1- 


siure. Die erwihnte Substanz vom Schmelzp. 38—39° ist nach ihren Eigen- 
‘schaften und ihrem Verhalten der Olsiureester des Cholesterins. 


Die Bromaddition wurde in einem quantitativen Versuch festgestellt. 


‘Die so ermittelte Jodzahl war allerdings wesentlich niedriger als dem 


theoretischen Wert der Olsiure entspricht. Dabei ist aber zu beriicksichtigen, 
daf die aus der Verseifung stammende Olsiure wegen der geringen | Menge 
nicht mehr gereinigt werden konnte. AuBerdem zeigt Olsiure, die einige 
Zeit mit Natriumithylat erhitzt wurde, auch eine niedrigere Jodzahl als 


' unbehandelte Olsiure , wovon ich mich in einem Kontrollversuch iiber- 
; zeugte. 


Ein groBer Teil der Esterfraktion war nicht zur Krystallisation zu 


’ bringen. Es wurden nun mit Alkali freie, iiberwiegend ungesiittigte Fett- 


siuren entfernt, aber auch nach dieser Behandlung war der verbleibende 


| Rest (132 mg) nicht krystallisierbar. Mit Digitonin war keine Fillung er- 
_zielbar, die Liebermann-Burchardsche Probe und die Antimontrichlorid- 


reaktion waren positiv. Fette waren offenbar nicht beigemengt, da die 


| Acroleinprobe negativ ausfiel. Die Verseifung mit Natriumithylat ergab 


beim Ausithern der alkalischen Lésung eine braune fliissige Substanz, die 


; in alkoholischer Lésung mit Digitonin gefillt wurde. Die Fillung wurde 


mittels Pyridin—Ather zerlegt, das erhaltene Produkt gab die Reaktionen des 


| Cholesterins. Aus dem Filtrat der Digitoninfillung wurde mit Ather eine 


gelbbraune fliissige Fraktion erhalten, die Brom addiert und die Antimon- 


trichloridreaktion gibt (rotviolette Farbung). Vermutlich handelt es sich 
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hier um Carotinoide. Die Fettsiurefraktion des Verseifungsversuches wo 
gelbbraun gefirbt, addierte Brom (wie oben quantitativ ermittelt) und wa 
in Aceton sehr leicht léslich. Es sind also sicher ungesittigte Fettsiure, 


enthalten, wahrscheinlich Olsiiure. In der nichtkrystallisierenden Ester. | 


fraktion sind demnach Cholesterinfettsiureester vorhanden, auBerdem, wie 
zu erwarten, Carotinoide, die ja wohl die Gelbfairbung der Xanthome yer. 
ursachen. Mdéglicherweise ist ein Teil des in den Xanthomen enthaltene 
Cholesterinoleates durch das lingere Stehenbleiben der Fraktionen, das sich 
bei dieser Arbeit aus diuBeren Griinden nicht vermeiden lieB, so veriinder 
worden, da es nicht mehr krystallisierte. Beobachtungen an synthetischen 
Cholesterinoleat machen dies wahrscheinlich. 


Zusammenfassung 


Der Gehalt exstirpierter Xanthome an freiem und gebundenen 
Cholesterin wurde bestimmt. Als Ester wurden Cholesterinoleat 
und sehr wahrscheinlich Cholesterinpalmitat, mit beigemengten 
Stearat, erhalten. 
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| Nichtfermentative Decarboxylierung der Brenztraubensdure 
und Acetoinbildung 
9. Mitteilung iiber Acyloine ') 


Von 


Wilhelm Dirscher]l und Helmut Nahm 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1940) 


W. Dirscher1l?) hat 1930 gezeigt, daB bei der Decarboxylie- 


‘rung von Brenztraubensadure durch ultraviolettes Licht bestimmter 


Wellenlingen Acetoin in quantitativer Ausbeute entsteht. Da 
hierbei der aus der Brenztraubensdure ,nascierende“ Acetaldehyd 
spontan in Acetoin iibergeht, war der Neubergschen Annahme 
einer ,Carboligase“ der Boden entzogen. Spiter konnte Dir- 
scherl 5) feststellen, daB bei der photochemischen Decarboxylierung 
von Brenztraubensiure bei Anwesenheit von Benzaldehyd Phenyl- 


jacetyl-carbinol gebildet wird und bei der Spaltung von a-Keto- 


valerianséure durch ultraviolette Belichtung Butyroin entsteht. 
CH,—CO—CHOH—CH CH,—CO—CHOH—C,H, 


o 
v 


* Acetoin Pheny]-acetyl-carbinol 


CH,—CH,—CH,—-CO—CHOH—-CH,—-CH,—CH, 
Butyroin - 


|SchlieBlich gelang Dirscherl‘) noch der Nachweis, daB bei der 


Decarboxylierung von Brenztraubensaéure durch Erhitzen mit 
Aminosauren (Alanin, Phenylamino-essigsiure) ebenfalls Acetoin 
auftritt. Dieser Befund wurde von Langenbeck, Wrede und 
Schlockermann bestatigt). 

Wir haben uns von neuem den letztgenannten Versuchen 
zugewandt, weil wir das Acetoin anreichern und priifen wollten, 


ob das bei Mitwirkung optisch aktiver Aminosiuren entstandene 
Acetoin optische Aktivitét aufweist. 





) 8. Mitt.: Dirscherl u. Schéllig, Ber. chem. Ges. 71, 418 (1938). 
*) 2. Mitt., Diese Z. 188, 225 (1930). 

5) 5. Mitt., Diese Z. 219, 177 (1933). 

*) 4. Mitt., Diese Z. 201, 91 (1931). 5) Diese Z. 227, 266 (1934). 
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Bei der Vergirung von Brenztraubensaure tritt ein Teil der 
entstehenden Acetaldehydmolekiile zu optisch aktivem Acetoin 
zusammen’), Hirsch hat lediglich die Linksdrehung der mit 
frischer Hefe vergorenen Loésung festgestellt. Dirscherl und 
Schéllig’) haben ein Verfahren angegeben, das es gestattet, 
Acetoin aus sehr verdiinnten wibrigen Lésungen mit Hilfe von 
Bisulfit zu isolieren. Sie haben gezeigt, daB bei Vergirung von 
Brenztraubensiure mit Frischhefe, Trockenhefe und Macerations- 
saft tiberwiegend linksdrehendes Acetoin entsteht, aber nicht aus- 
schlieBlich, sondern im Gemisch mit rechtsdrehendem Acetoin, 
Da nach unserer Ansicht die optische Aktivitat des Gdarungs.- 
acetoins nicht durch Mitwirkung einer eigenen _,,Carboligase“, 
sondern lediglich der Carboxylase erklirt werden mu8 und nach 
Langenbeck die Decarboxylierung mittels Carboxylase nach 
dem gleichen Mechanismus verlaufen soll wie die mit Hilfe von 
primiren Aminen®), bestand auch die Méglichkeit, bei der De- 
carboxylierung der Brenztraubensiure mittels optisch aktiver 
Aminosiuren optisch aktives Acetoin zu erhalten. DaB optisch 
aktive organische Katalysatoren in ihrer Wirkung stereochemische 
Spezifitat zeigen kénnen, ist seit den Untersuchungen von Bredig 
und Fajans bekannt®). So spaltet z. B. das optisch aktive Chinin 
als Katalysator die linksdrehende Campho-carbonsiure rascher 
in Campher und Kohlendioxyd als die rechtsdrehende Saure. Der 
Anteil der Reaktionsprodukte an beiden Antipoden ist aber meist 
nicht sehr verschieden, das kommt jedoch auch bei vielen Fer- 
menten mit geringer stereochemischer Spezifitit vor. 

Da also, wenn iiberhaupt, nur eine geringe spezifische Drehung 
des nichtfermentativ gebildeten Acetoins zu erwarten war und 
da die Acetoinausbeute nach unseren friiheren Erfahrungen‘ 
ebenfalls gering ist, muBten im ersten Teil dieser Arbeit erst die 
am besten geeigneten organischen Katalysatoren ermittelt werden. 
Da die vor allem in Betracht kommenden (optisch aktiven) Amino- 
siuren teilweise recht teuer sind, mufte eine Aminosdure aus- 
gesucht werden, die einigermafen geeignet und nicht zu _ kost- 
spielig ist. Zu diesen Vorversuchen konnten auch die Racemformen 
der Aminosiuren dienen. Langenbeck, der die katalytische 
Fahigkeit von Aminen und Aminosiiuren zur Decarboxylierung 


6) J. Hirsch, Biochem. Z. 131, 178 (1922). 
7) 6. Mitt., Diese Z. 252, 53 (1938). 
8) Ergebn. d. Enzymforsch. II, 334 (1933). 
*) Ber. chem. Ges. 41, 752 (1908). 
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on a-Ketosiuren erkannte’), hat mit Hutschenreuter’) zur 
Bpaltung von Brenztraubensaure bereits d,l-Alanin und d,]-Phenyl- 
mino-essigsaure verwendet. Dirscherl hat, wie erwihnt*), mit 
jiesen beiden Aminosiduren die Bildung von Acetoin nachgewiesen. In 
ler vorliegenden Arbeit haben wir nun noch weitere Verbindungen 
uf ihre Wirkung gepriift. (Wir haben auBer Aminosiuren auch 
inige andere stickstoffhaltige Stoffe auf ihre Kignung gepriift: 
jarauf ist erst weiter unten einzugehen.) Im zweiten und eigent- 
ichen Teil unserer Untersuchung fiihrten wir mit geeignet be- 
undenen optisch aktiven Aminosiuren priparative Versuche in 
préBerem Mafstab durch, aus denen Acetoin angereichert bzw. 
soliert und auf seine optische Aktivitét gepriift wurde. 



























ch Die decarboxylierende Wirkung verschiedener Aminosauren, 
on des Vitamins B, (Aneurins) und des Chinins (‘l'ab. 1) 
e- 


Da sich Kohlendioxydentwicklung und Acetoinmenge schlecht 
mn einem Versuch quantitativ bestimmen lassen, haben wir dazu 
retrennte Versuchsreihen angestellt und in der zunichst zu be- 
prechenden nur die Bildung der Kohlensiure untersucht. (Die 
inzelheiten der Methodik finden sich im Versuchsteil.) In jedem 
Versuch kamen 0,2 ccm Brenztraubenséure zur Anwendung. 
1(—)-Tyrosin zeigt bei 100° (Badtemperatur) mit 10 mg 
taximale Wirkung, gréBere Mengen. entwickeln keine gréBere 
Kohlensiuremenge (Vers. 1—5). Bei 120° geht die Decarboxy- 
ierung mit d,l-Tyrosin offenbar rascher (Vers. 6—9), bei 54° ver- 
égen 10 mg Tyrosin in 6 Stunden kein Kohlendioxyd zu ent- 
ickeln (in der Tab. 1 nicht angefihrt). Zusatz einer geringen 
lenge Wasser hemmt die Decarboxylierung, eine Tatsache, auf 
ie bereits Langenbeck?) bei seinen Versuchen hingewiesen 
lat. Bei Anwesenheit von Pyridin verlauft die Decarboxylierung 
n der ersten Stunde langsamer, in der zweiten schneller als ohne 
tusatz von Pyridin (Vers. 12). Der Kontrollversuch (Nr. 13) zeigt, 
aB Pyridin allein kaum imstande ist, Brenztraubensiure zu 


t+ Mpalten. Die letzte Tatsache haben bereits Langenbeck und 
* lutschenreuter!) festgestellt. 

a dl-Alanin wirkt starker als Tyrosin (Vers. 14), Zusatz von 
5 


yridin verlangsamt hier die Reaktion (Vers. 15). 
dl-Serin decarboxyliert ahnlich wie Tyrosin (Vers. 16), bei 
Anwesenheit von Pyridin ist die Kohlensiuremenge wesentlich 


”) Z. anorg. allgem. Chem. 188, 1 (1930). 
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Tabelle 1 
CO,-Bildung 
(In jedem Versuch wurden 0,2 ccm Brenztraubensiure zugesetzt) 
2 CO, in mg Bad. 
5 E Aminosiure in mg Zusatz nach ne ae 
2 A 1 Stde. | 2 Stdn.} in’ 
1 28,8 1(—)-Tyrosin — 15,6 19,5 
2 | 21.0 2 16.6 | 24.0 | 
3 10,1 " — 15,7 25,0 100 
4 10,1 ¥ = 17,4 19,5 
5 3,0 a --- 2,2 3,2 
6 5,2 d,l-Tyrosin - 11,2 20,6 
7 5,4 a — 14,5 24,0 120 
8 3,0 9 eal 5,4 9,1 “ 
9 3,0 ‘ 12,8 22,9 
10 10,0 i 0,02 eem H,O 1,6 4,6 
11 10,2 9 oe ss » 1,4 7,2 100 
12 | 10,2 1(—)Tyrosin 0,05 ” Pyridn| 34 | 80,4 
13 —_ 0,05 ¥ 2,6 5,8 
14 11,6 d,1-Alanin - 59,6 67,6 100 
15 | 11,6 ‘ 0,05cem Pyridin | 26,4 | 39,3 
16 10,6 d,1-Serin ~—- — 26,5 
17*)} 10,7 ‘4 0,05 cem Pyridin | 54,5 78,1 | 100 
18 11,9 ss 0,05 ,, Nicotin 28,6 46,1 
19 sts 149 mg __sé,, 45 | 149 |) 
20 10,3 1(+)-Arginin-HCl — 13,6 18,2 100 
21 10,0 i 0,05 cem Pyridin 14,4 42,2 
22 13,3 1(—)-Prolin — 15,2 30,0 100 
23 11,9 Chinin — 3,9 27,5 100 
24 IOS. 6s 0,05 eem Pyridin 1,9 25,5 
25 3,0 Aneurin — 5,6 — 
26 3,0 ” Sle act 4 
27 1,6 ” a 0,6 nS | - 
28 1,6 9 nes 0,0 eae 
29 10,8 ” = 0,0 34,2 
30 10,4 9 a e 2,8 15,2 
31 5,4 ” pe 24,6 ) 
32 5,20 — 1,4 9,6 |} 120 
33 5,2 ” acd 0,7 2,7 
34 2,2 ” — 1,1 12,3 
35 1,9 99 oo. 0,4 6,7 




















*) In einem Kontrollversuch mit 11 mg Serin und 0,2 cem Pyniit 
(ohne Brenztraubensiure) fand keine CO,-Entwicklung statt. 
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vermehrt (Vers. 17), obwohl auch hier wieder Pyridin allein kaum 

virkt. Zusatz von Nicotin wirkt ebenfalls beschleunigend, aber 

schwicher als Pyridin (Vers. 18), Nikotin allein spaltet nur wenig 

Vers. 19). 

Auch die Wirkung von 1(+)-Arginin (Vers. 20) wird durch 

Pyridin verstarkt (Vers. 21). — 

add l(—)-Prolin wirkt dem Tyrosin vergleichbar (Vers. 22). 
Chinin decarboxyliert ahnlich wie Tyrosin (Vers. 23), Zusatz 

von Pyridin bleibt hier ohne Wirkung (Vers. 24), im Gegensatz 






” Bu den Versuchen mit Aminosiuren. 
Mit der decarboxylierenden Wirkung des reinen Vitamins B, 
Aneurin), das wegen seiner optischen Inaktivitét fiir die pra- 
) [epzativen Versuche nicht in Frage kommt, beschaftigen sich die 


fersuche 25—35. Uberraschenderweise erweist sich das Aneurin 
als nicht besonders wirksam, es decarboxyliert schlechter als 
‘rosin. Da Aneurin-diphosphat das Co-Ferment der Carboxylase 
) Bist, hatten wir eine stirkere Leistung erwartet. 

Worauf die im allgemeinen beschleunigende Wirkung des 
Pyridins (und Nikotins) beruht, haben wir nicht niher untersucht. 
Vielleicht wird das Salz der Brenztraubenséiure rascher als die 
freie Sdure gespalten. Fiir diese Annahme spricht die Angabe 
) Hevon Langenbeck [*), S. 326], daB die Gegenwart eines Salzes der 

Ketosiure giinstig wirkt (Langenbeck verwendete z. B. ein Ge- 

misch von Phenylglyoxylsiure mit ihrem Kaliumsalz). 

Die Decarboxylierung der Brenztraubensiure mit Hilfe von 
‘Prolin, das eine sekundére Aminogruppe enthalt, und mit Chinin, 
das 2 tertiire Aminogruppen aufweist, verdient Beachtung. 
) MLangenbeck und Hutschenreuter™) haben mitgeteilt, daB 

Piperidin und Pyridin als sekundire und tertiire Amine ,,wie zu 

erwarten vollstiindig unwirksam sind, daB aber merkwiirdigerweise 
) Be das Sarkosin mit seiner sekundiren Aminogruppe eine deutliche 
Aktivitét zeigt. Die erwahnten Untersucher nehmen an, daB sich 
Wahrscheinlich aus 1 Molekiil der verwendeten Ketosiure (Phenyl- 
glyoxylsiure) und 2 Molekiilen Sarkosin folgende Zwischenver- 
bindung bildet, die dann unter Bildung von Kohlendioxyd und 

/N(CH,)- CH, -COOH 
CoHs—C.N(CH,) -CH, -COOH 
COOH 
Benzaldehyd zerfallt. Bei der Decarboxylierung der Brenztrauben- 
siure mit Hilfe von Prolin kénnte man die Bildung einer ent- 
sprechenden Verbindung annehmen, bei Verwendung von Chinin 
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wird man nach einer anderen Erklirung suchen miissen. Diese 
Fall ist deswegen von grunds&tzlichem Interesse, weil Langep. 
beck®) bei seiner Kinteilung der organischen Katalysatoren eine, 
scharfen Unterschied zwischen ,,basischen“ und Hauptvalenp. 
katalysatoren macht, eine Unterscheidung, die hier nicht erlau}; 
zu sein scheint; denn Chinin als ,,basischer“ Katalysator, de 
offenbar nur zur Salzbildung befahigt ist, spaltet sowohl ay 
a-Ketosiuren (unsere Versuche) wie aus #-Ketosiuren [Bredig 
und Fajans®)] Kohlendioxyd ab. DaB in dem von uns nit 
geteilten Fall das Chinin katalytisch wirkt, ist aus dem Ver. 
hiltnis der Menge der gebildeten Kohlensaéure (0,62 Millimol) zuy 
verwendeten Chinin (0,03 Millimol) zu ersehen (Tab. 1, Vers, 23) 
[DaB Pyridin die Wirkung des Chinins nicht zu steigern vermag 
‘Vers. 24), versteht sich, wenn man die Wirkung beider Stoffe ay 
ihre Basennatur zuriickfihrt.} Es ist aber doch fraglich, ob man 
die Decarboxylierung der Brenztraubenséure durch Chinin nit 
der durch Aminosauren ohne weiteres vergleichen darf, denn wir 
haben in diesem Fall Kohlendioxyd und Acetaldehyd, in jenem 
nur Kohlensiure, aber keinen Aldehyd nachweisen kénnen. 0,5¢ 
Phenyl-amino-essigsiure wurden mit 10 ccm Brenztraubensiure 
2 Stunden bei 105—110° AuSentemperatur erhitzt und dabei 
ein CO,-Strom durch die Apparatur geleitet, der den entstehenden 
Aldehyd in eine mit Dimedonlésung beschickte Vorlage iiberfiibrte. 
Ks wurden 1,2 g Acetaldehyd gebildet. Bei Durchfihrung gleicher 
Versuche mit 0,5 g Chinin (Base) entstanden 630 mg Kohlendioxyi 
(durch Wasserstofistrom in eine Barytvorlage iibergefiihrt), im 
Parallelversuch war kein Acetaldehyd nachweisbar. Wenn auch 
die Méglichkeit besteht, daB bei der Decarboxylierung mittels 
Chinins zunichst Acetaldehyd gebildet wird, der dann mit dem 
Chinin irgendwie reagiert und so verschwindet, so ist doch eine 
Entscheidung nur durch eine nihere Untersuchung zu erbringen. 
So wiinschenswert diese wegen des grundsitzlichen Interesses det 
Frage ware, miissen wir doch zur Zeit aus auBeren Griinden aut 


sie verzichten. 


Die Acetoinbildung bei der Decarboxylierung der Brenztraubensautt 
durch Aminosaéuren und Aneurin (Tab. 2) 

Die Einzelheiten der Versuchsanordnung finden sich im Ver 
suchsteil. In dieser Reihe wurde lediglich auf Acetoin gepriit 
die Kohlendioxydbestimmung unterblieb aus technischen Griinden: 
sie ist bei den meisten Aminosiuren aus der Tab. 1 zu ersehen. 
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Tabelle 2 
Acetoin-Bildung 
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Brenz- 
trauben- Aminosiure in mg 
siure = 
in cem 
1 102,3 d,1-Tyrosin 
0,2 10,2 1(—)-Tyrosin 
0,2 10,1 : 
0,2 10,1 
0,2 10,1 as 
1,63 99,8 d,1l-Tyrosin 
1,63 120,7 
1 107,3 d,l-Alanin 
2 105,4 
2 101,8 
2 101,6 m 
1 101,4 1(+)-Alanin 
2 125,2 d,l-Serin 
2 111,2 ¥ 
2 105,5 
1,63 87,6 
20 988,0 1(+)-Arginin-HCl 
2 119,0 Li 
2 110,0 
2 101,9 
2 97,1 
2 28,0 
10 1086,0 
10 904,0 
2 110,0 
2 104,3 
1,63 103,5 
2 101,7 ‘5 
2 97,7 a 
20 1881,0 d,1-Phenylamino- 
essigsiure 
20 620,1 (—)-Phenylamino- 
essigsdure 
10 498,0 d,1-Phenylamino- 
essigsiure 
2 104,6 
2 102,2 
2 98,7 
1 101,1 d,J-Cystin 
2 100,0 d,l-Leucin 
2 38,8 Aneurin (Merck) 
1,63 5,6 9 ” 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 

2 Brenz- 4  ‘Zusate Ver- | Bad- | a 
* | trauben- ‘ : _ von Acet-} suchs- | tempe- | bildetes 
- siure Aminosiure in mg aldehyd | dauer | ratur | Acetoin 

> | in eem in cem |inStdn.| in ° in mg 

40 5 255,0 1(—)-Asparaginsre. —- . * 7,5 

41 2 104,7 d,l-Asparagin — 1 2,8 

42 2 104,0 a J WP 0,0 

43 2 103,7 a — 1, 2,1 

44} 0,5 | 103,4 ‘ 0,25 Ve 4,0 

45 2 102,9 d,l-Asparaginsiure - 1 2,6 

46 ] 102,0 d,l-Asparagin _ uy 100 1,4 

47 2 101,9 ” ] ap 0,0 

48] 1 101,6 ‘ 0,5 " 13 

49 0,5 101,0 1(—)-Asparagin - ap 4,0 

50 0,5 100,3 d,1-Asparagin — /, 3,0 

51 0,5 100,0 ” : eI M4 3,0 

52 0,5 100,2 1(—)-Asparagin - a 41 




















In einer Reihe von Versuchen wurde Acetaldehyd zugesetzt, wie 
wir das auch schon friiher getan haben‘), um auch sehr kleine 
Mengen Acetaldehyd unter Acetoinbildung abzufangen. 

Die Besprechung der in Tab. 2 zusammengefaBten Versuchs- 
ergebnisse kann sehr kurz gefaBt werden: Kein Acetoin war nach- 
weisbar bei der Decarboxylierung mit 1(—)- und d,1-Tyrosin 
(Vers. 1—7), d,l-Cystin (Vers. 36), d,l-Leucin (Vers. 37). Die ge- 
legentliche Acetoinbildung bei d,1-Serin (Vers. 183—16), 1(+)-Arginin 
(Vers. 17—29) und Aneurin (Vers. 38 u. 39) ist wohl so aufzufassen, 
daB hier im allgemeinen wenig Acetoin entsteht, das meist der 
Bestimmung entgeht. Fiir unsere priparativen Versuche war jeden- 
falls auch diese Gruppe von Substanzen unbrauchbar. Auch aus 
Tab. 1 ist zu ersehen, daB die untersuchte Decarboxylierungs- 
reaktion und, wie eben gezeigt, auch die Acetoinbildung, nicht 
sehr scharf reproduzierbar sind. Das ist verstindlich, da es sich 
um Reaktionen in sehr konzentrierter Lisung handelt. Einwané- 
frei findet die Bildung von Acetoin statt mit d,l- und 1(+)-Alanin 
(Vers. 8—12), d,l-Phenylamino-essigsiure (Vers. 30—35) und d,l- 
und 1(—)-Asparagin bzw. Asparaginsiure (Vers. 40—52). 

Alle 3 erwa&hnten Aminosiuren liefern je 100 mg einige Mill- 
gramme Acetoin. Mit Alanin und Phenylamino-essigsaure hat 
Dirscherl bereits.frither*) Acetoin in ahnlicher Ausbeute erhalten. 

Fir die priparativen Versuche muBten die Versuchsansitze 
so groB gewahlt werden, daB mehrere hundert Milligramme Acetoit 
gebildet werden. Zur Anreicherung gingen wir im wesentliche? 
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‘nach der Vorschrift von Dirscherl und Schéllig’) vor. Die 
f Ansitze wurden mit Wasser verdiinnt, mit Natriumacetat ab- 
gestumptt und im Vakuum destilliert. Das saure Destillat, das 
vor allem Essigsiure enthalt, wird mit Natriumbicarbonat neu- 
tralisiert und entweder nochmals destilliert oder gleich mit Na- 
triumbisulfit (oder Natriummetabisulfit Na,S,O,) im UberschuB 
yersetzt und im Vakuum stark eingeengt. Aus diesem Konzentrat 
wird das Acetoin frei gemacht, indem man schwach alkalisch 
macht und wiederum destilliert. (Nétigenfalls wird die Bisulfit- 
destillation wiederholt.) Dem Destillat, das nun die Hauptmenge 
des Acetoins in gréBerer Konzentration enthalt, kann dieses nun 
durch Extraktion mit Ather entzogen und dag Acetoin durch vor- 
sichtiges Abdampfen des Athers ohne zu grobe Verluste gewonnen 
werden. 

Unsere ersten praparativen Versuche zur Acetoindarstellung 
stellten wir mit der (—)-Phenylamino-essigsiure an, die wir aus 
der racemischen Phenylamino-essigsiure durch optische Spaltung 
mit d-Camphersulfoséure nach Betti und Mayer") bereitet 
hatten. Im einem Fall erhielten wir schlieBlich eine atherische 
Lésung, die 2,4°/, Acetoin enthielt, im anderen Fall eine waBrige 
Lisung mit 2,6°/, Acetoingehalt. Beide Lésungen zeigten keine 
optische Drehung (spezifische Drehung: 0° + 0,8°). (Kinzelheiten 
finden sich im Versuchsteil.) 

Da es sehr wahrscheinlich ist; daB nicht nur die Bildung, 
sondern auch die optische Aktivitit des Acetoins von der Art des 
Katalysators abhingen, haben wir weitere priparative Versuche 
mit 1(—)-Asparagin durchgefihrt. In 18 Einzelansaitzen wurden 
je 5g l(—)-Asparagin mit 20 ccm Brenztraubensiure 15 Minuten 
auf 100° erhitzt. Die gemeinsame Aufarbeitung ergab im 1. De- 


| stillat 428 mg Acetoin, bei der weiteren Konzentrierung erhielten 


wir schlieBlich eine waBrige Lésung mit etwa 10°/, Acetoin, die 
im 1dm-Rohr keine Drehung (spezifische Drehung: 0° + 0,2°) 
aufwies. Aus dieser Lésung wurde das bei 192° schmelzende 
Semicarbazon des Acetoins bereitet. [Dieses Semicarbazon wurde 
nicht auf optische Aktivitat gepriift, da nach Hirsch®) das 
Semicarbazon aus Liésungen von linksdrehendem Acetoin keine 
optische Aktivitét aufweist.] 

Dirscherl und Schéllig’) haben bei der Vergirung von 
Brenztraubensiure mit frischer untergariger Bierhefe, sowie mit 





) Ber. chem. Ges. 41, 2072 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 
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Trockenpraparaten aus dieser Acetoin erhalten, das in waBrigey 
Lésung die spezifische Drehung [«|?? = — 46 bis — 48° aufwies, 
Mit Macerationssaft wurde Acetoin ahnlicher Drehung gebildet, 
in manchen Fallen mit sehr kraftig wirksamen Hefesiften sogar 
Acetoin mit der spezifischen Drehung (in Wasser) — 103° 
Tomiyasu™) hat bei der Hefegirung die spezifische Drehung 
des Acetoins in waBriger Lésung zu — 40° (in Ather etwa — 15% 
bei Verwendung von Bacillus natto zu — 98° gefunden. Au 
diesen Tatsachen sind 2 Schluffolgerungen zu ziehen: 1. Die 
wahre spezifische Drehung des Acetoins ist nicht bekannt, sie 
liegt fiir die waBrige Loésung sicher bei mindestens — 100° 
2. Das als Folge der Carboxylasewirkung der Hefe und ihrer 
Praparate entstehende Acetoin ist im allgemeinen nicht der reine 
linksdrehende Antipode, sondern ein Gemisch von diesem mit 
racemischem Acetoin. 


Unter Beriicksichtigung der T'atsache, daB wir eine Drehung, 
die kleiner als 0,02° ist, nicht abzulesen vermégen, kénnte dic 
spezifische Drehung des bei der Decarboxylierung der Bren:- 
traubensdure mit 1l-Asparagin erhaltenen Acetoins in waBriger 
Lésung allenfalls + 0,2° ausmachen. Das waren etwa 0,4°/, der 
spezifischen Drehung, die das Girungsacetoin im allgemeinen 
aufweist (— 47°) und 0,15°/, der beim Garungsacetoin gefundenen 
maximalen spezifischen Drehung (— 103°). In auBerordentlich 
geringer Menge kénnte also allenfalls in unserem Versuch optisch 
aktives (links- oder rechtsdrehendes) Acetoin gebildet worden sein. 
Wie oben bereits erwahnt, ist die stereochemische Spezifitat der 
organischen Katalysatoren, soweit sie nicht Fermente sind, immer 
nur gering gefunden worden. Kin neueres Beispiel fiir diese 
Tatsache, das gleichzeitig ein Gegenstiick zu unserer Arbeit bildet, 
haben Langenbeck und Triem!*) beigebracht. Sie decarboxy- 
lierten die racemische Campho-glyoxylsiure (Campheroxalsiure| 
mit l-Alanin als Katalysator und erhielten Oxymethylencampher, 
der etwa 1,2°/, der linksdrehenden Verbindung enthielt. Die 
eine stereoisomere Form der Campher-glyoxylsaure ist also rascher 
als die andere gespalten worden, aber der Geschwindigkeitsunter- 
schied ist nicht allzu groB. Die Untersucher teilen ferner mit, 
daB bei Verwendung von |-Leucin als Katalysator ein Reaktions- 
on entstand, welches kein deutliches Drehungsvermégen 





12) Biochem. Z. 292, 234 (1937). 
3) Ber. chem. Ges. 69, 248 (1936). 
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pesaB. Wenn schon das optische Auswahlvermégen eines optisch 
aktiven Katalysators bei einem optisch aktiven Substrat so gering 


| ist, dann wird man bei einem Substrat ohne asymmetrischem 


Kohlenstoffatom, wie es die Brenztraubensiure ist, noch weniger 
zu erwarten haben. Wir kénnen auch bei dem negativen Ergebnis 


' unserer Versuche nicht die Méglichkeit ausschlieSen, daB in sehr 
| geringer Menge optisch aktives Acetoin gebildet werden kann. 


Bemerkenswert erscheint uns immerhin, wie weit in stereo- 


chemischer Hinsicht im allgemeinen die ,,fermentmodelle“ noch 


yon den Fermenten entfernt sind. Eine Méglichkeit zur Er- 


| klarung dieser Diskrepanz bei unseren Versuchen scheint uns 


darin zu liegen, daB bei den Bedingungen der Modellreaktion 
entweder der optisch aktive Katalysator oder das gebildete Acetoin 
oder vielleicht beide rasch racemisiert werden. Von einem race- 
mischen Katalysator kann man bei einem inaktiven Substrat 
natirlich keine optische Auswahl mehr verlangen. Zur Priifung 
der Racemisierbarkeit der als Katalysatoren verwendeten Amino- 
siuren haben wir einige Versuche angestellt. Jedenfalls nimmt 
die Drehung der optisch aktiven Phenylamino-essigsiure, des 
Alanins und der Asparaginsiure beim Erhitzen mit EKisessig bzw. 


| Brenztraubensiure mehr oder weniger rasch ab (vgl. Versuche). 
| Leucin scheint in dieser Hinsicht widerstandsfahiger zu sein. Die 


Untersuchung dieser Frage ist aber nicht ganz einfach, wir sind 
auBerdem zur Zeit aus iuBeren Griinden nicht in der Lage, die 
Arbeit weiter zu fiihren. 

Zu welchen SchluBfolgerungen fiihrt nun die Tatsache, dab 
wir bei der Decarboxylierung der Brenztraubensiure mit optisch 
aktiven Katalysatoren (Aminosduren) keine optische Aktivitaét des 
gebildeten Acetoins nachweisen. kénnen? Man kénnte geneigt 
sein, daran zu zweifeln, daB der Mechanismus der Decarboxylierung 
mittels der genannten Katalysatoren der gleiche ist wie mit 
Carboxylase. Das scheint uns indessen nicht unbedingt notwendig 
zu sein. Die Bildung des Acetoins findet im Gefolge der Decarb- 
oxylierung statt, ohne daB ein besonderes Agens dazu notwendig 
ware [Dirscherl?)]. Die optische Aktivitét des Garungsacetoins 
kommt sehr wahrscheinlich so zustande, daB durch die Bildung 
der Ferment-Substratverbindung aus der (optisch aktiven) Carb- 
oxylase und der Brenztraubensiure die Brenztraubensaiure so 
orientiert wird, daB bei der folgenden Kohlensiureabspaltung die 
ohne ,,Carboligase“-wirkung eintretende Acetoinkondensation ge- 


zwungenermaben zu optisch aktivem Acetoin fihrt [Dirscherl*)], 
4 * 
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Die gleiche Ansicht findet sich in der spiter von Langenbeck§ 
vorgeschlagenen Formulierung: 


COOH COOH 
| | 
CO + H,N—R = C=NR + H,O 
| | 
CH, CH, 
Brenztrauben- Amin (bzw. _ ,,Ferment-Substrat- 
siiure Carboxylase) verbindung*‘ 
COOH H 
| | 
| | 
CH, CH, 


Aldehyd-Iminverbindung 
Kin Molekiil der Aldehyd-Iminverbindung bzw. -Carboxylase- 
verbindung reagiert nun mit einem 2. ,nascierenden“ Molekiil: 
H H NR 


; | | 
=NR + C=NR = C——CH—NHR 


| | | | 
CH, CH, CH, CH, 


Das entstandene Acetoin-derivat soll sich nun mit Brenz- 
traubensiure umsetzen: 


CH,—C——CGH—CH, + 2CH,—CO—COOH 


aes! 
NR NHR 


— CH,—CO—CHOH—CH, + 2CH,—C—COOH 
| 
NR 
Da nun schon bei der Girung der Brenztraubensaure ein 

Teil des entstandenen Acetoins racemisch ist, also neben der 
linksdrehenden auch die rechtsdrehende Form in _ geringerem 
Ma8e gebildet wird, kondensiert sich vielleicht ein Teil des nas- 
cierenden Acetaldehyds erst zu Acetoin, nachdem die Carboxy- 
lase wieder abgespalten ist: 


H H 
3 l CO—CHOH 
CO + CO = | 

| | ‘H, CH, 
CH, CH, 


Das so gebildete Acetoin miifte dann racemisch sein. Diese 
Reaktion kénnte nun bei Verwendung von Aminosauren als Kataly- 
satoren gegeniiber der oben erwaihnten iiberhandnehmen. Es wire 
aber auch denkbar, daB alles Acetoin nach dem weiter oben 
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‘formulierten Schema gebildet wird, daB aber die Kondensation 
' der 2 Aldehyd-Iminverbindungen teils zu linksdrehendem, teils 
' « rechtsdrehendem Acetoin fiihrt, je nachdem wie die Doppel- 
' bindung aufgerichtet wird. Die ,,dirigierende“ Kraft der asym- 
' metrisch gebauten Carboxylase ware dann eben gréBer als die 
© der im Modellversuch verwendeten Aminosiuren. Diese letzte 
: Méglichkeit scheint uns durchaus plausibel zu sein, wir kénnen 
' aber vorliufig keine Entscheidung erbringen. 
4 Sicher aber ist, daf die nicht nachzuweisende optische Aktivi- 
' tit des bei der Decarboxylierung der Brenztraubensiure mit 
| Hilfe von optisch aktiven Aminosiuren gebildeten Acetoins nicht 
' zugunsten der Existenz einer ,,Carboligase“ ausgelegt werden kann, 
| wenngleich dies zunichst nahe zu legen scheint. Die Schwierig- 

se- @ keit des ,,Carboligase“- Problems liegt darin begriindet, dab die 

il: J Acyloinbildung eben im Gefolge der Decarboxylierung vor sich geht. 


DaB ,,stabiler‘‘ Acetaldehyd selbst, der nicht aus einer solchen Spal- 
tung stammt, bei Einwirkung von Hefe kein Acetoin bildet, haben Dirscherl 
| und Schéllig™) einwandfrei bewiesen und damit die mit unzulinglicher 
_ Methodik erhobenen Befynde und Folgerungen von Tomiyasua”™) widerlegt. 

In einer soeben erschienenen Arbeit haben Béla Tank6o und Laszl6é 
1Z- H Munk") gezeigt, daB auch bei Verwendung von Erbsenmehl als Ferment- 
| priparat stabiler Acetaldehyd nicht in Acetoin iibergeht und sie haben 
damit, wie sie ausdriicklich hervorheben, unsere Ansichten und Ergebnisse 

| bestiitigt bzw. diejenigen von Tomiyasu widerlegt. 


: Ersetzt man nun die Carboxylase durch irgendein Ferment- 
_ modell, so muB man naturgemaéB unter anderen Versuchsbedin- 
; gungen arbeiten, da es eben in der Natur eines solchen Modells 
; liegt, daB es nicht unter den gleichen Umstiinden wie das Fer- 


in & ment selbst wirkt. Damit hat man aber auch fir die Acetoin- 
er @ bildung andere Bedingungen geschaffen. Dirscherl hat in 
m § iriheren Untersuchungen darauf hingewiesen und diese Ansicht 
S- & experimentell ausfiihrlich belegt, daB die Acetoinbildung von vielen 
y- & Faktoren abhangt‘). Aus diesem Grunde und aus grundsitzlichen 


| Erwagungen kénnen Ergebnisse, die an Modellen gewonnen werden, 

| nur bedingten, wenn auch mitunter sehr groBen Wert haben. 
Aber auch bei der Untersuchung der Decarboxylierung der 
Brenztraubensaiure mittels Hefe haben sich keinerlei Stiitzen fiir 
die Existenz einer ,,Carboligase“ ergeben, wie wir in friiheren 
e Arbeiten gezeigt haben. Zu dem gleichen Ergebnis kommen die 





4) Diese Z. 252, 70 (1938). 
*) Biochem. Z. 289, 100 (1936). 
*) Diese Z. 262, 144 (1939). 
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erwihnten ungarischen Forscher Béla T'ank6 und Laszlé Munk") 
Sie sagen: ,Unsere Versuche sprechen fiir die Richtigkeit de; 
Theorie Dirscherls, wonach es keine ,,Carboligase* gibt und 
die Acetoinbildung nur als Folge der Decarboxylierung zu be. 
trachten ist*. 

Zusammenfassung 


1. Die decarboxylierende Wirkung einiger Aminosiuren, de; 
Chinins und des Aneurins auf Brenztraubensiure wurde, teils unter 
Zusatz verschiedener Stoffe, untersucht. Das Verhalten des Chinins 
wird im Hinblick auf die Langenbecksche Einteilung der organi- 
schen Katalysatoren diskutiert. 


2. Ebenso wurde die im Gefolge der Decarboxylierung statt- 
findende Bildung yon Acetoin untersucht. 


3. In praparativen Versuchen wurde Brenztraubensiure mit 
linksdrehender Phenyl-amino-essigsiure bzw. 1(—)- Asparagin de- 
carboxyliert und das entstandene Acetoin nach dem Verfahren 
von Dirscherl und Schéllig angereichert. Es lieB sich keine 
optische Aktivitét nachweisen. Die Bedeutung dieses Befundes 
fir die Frage der ,,Carboligase“ wird erértert. — Acetoin wurde 
als Semicarbazon isoliert. 


4. Im Zusammenhang mit dieser Erérterung wird auf die 
Ergebnisse der Arbeit von Béla Tanké nnd Laszlé Munk 
eingegangen, welche die Ansicht Dirscherls von der Nichtexi- 
stenz einer ,,Carboligase“ bestiitigen. 


Versuche 


Brenztraubensdiure. Das Mercksche Priparat wurde wiederholt 
im Vakuum destilliert, bis es bei Eiskiihlung vdollig erstarrte. 

I. Reihenversuche zur Decarboxylierung und Acetoinbildung 
(Tab. 1 und 2), Zu den in den Tab.1 und 2 zusammengestellten 
Versuchen ist noch einiges Methodische zu erw&hnen. 


1. Kohlensaurebestimmung. Bei den Versuchen der 
Tab. 1 wurde im allgemeinen nur die Kohlensiaure, nicht das 
Acetoin, bestimmt. 


Je 0,2cem Brenztraubensiiure wurde mit den in der Tabelle ange- 
gebenen Mengen Aminosdure usw. in ein kleines Glaseimerchen eingebracht, 
an das ein zu einem Haken ausgezogener Glasstab angeschmolzen ist. Das 
beschickte Eimerchen wurde auf den Boden eines Fraktionierkolbens ge 
bracht, der in einem Paraffinbad auf die Versuchstemperatur erhitzt wurde. 
Durch den Fraktionierkolben wurde einige Zeit vor dem Versuch und 
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) wihrend desselben mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe ein langsamer Luft- 
© strom gesaugt, der die gebildete Kohlensiure in einen Kaliapparat tiber- 
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fihrte. Der Luftstrom passiert zunichst eine Waschflasche mit 60°/,iger 
Kalilauge, dann ein mit Chlorcalcium und Natronasbest gefiilltes U-Rohr 
und gelangt durch eine nicht zu enge. Kapillare auf den Boden des Frak- 


’ tionierkolbens, in dem sich das Glaseimerchen mit dem Reaktionsgemisch 
' befindet. Der Gasstrom fihrt die gebildete Kohlensiure mit und verlibt 
‘den Kolben durch das aufwirts gebogene Ableitungsrohr, das mit einem 
| Kihlschweinchen versehen ist, geht dann durch eine mit konzentrierter 
 Schwefelsiiure gefiillte kleine Waschflasche, die zur Absorption von aus 
' der Reaktion stammendem Acetaldehyd dient, und gelangt nun in den mit 
© 50°/,iger KOH beschickten Kaliapparat, der mit dem iiblichen Chlorcalcium- 


réhbrchen versehen ist. 10 Minuten nach Unterbrechung der Reaktion wurde 


' der Kaliapparat gewogen. 


Wir haben uns in Kontrollversuchen davon iiberzeugt, daB unsere 


: Versuchsanordnung mit geniigender Genauigkeit arbeitet. So fanden wir 
» (aus Soda mit Oxalsiiure freigemacht) statt 47,6 bzw. 196,4 mg CO,: 48,1 
© baw. 197,0 mg CQ,. 


2. Acetoinbestimmung. Bei den Versuchen der Tab. 2 wurde auf 


; die Bestimmung der Kohlensiiure verzichtet, um méglichst Verluste an Acetoin 


zu vermeiden. Die reagierenden Stoffe wurden entweder in kleine Glas- 
bomben eingeschmolzen und in ein Wasserbad eingebracht oder in einem 


| Gefi® mit eingeschliffenem Kiihlfinger erhitzt. 


Die Bestimmung des Acetoins erfolgte wie in den friiheren Mitteilungen 


' durch Uberfiihrung in Nickel-dimethylglyoxim * ’). 


II. Praparative Versuche zur Anreicherung bzw. Isolierung des 


gebildeten Acetoins. Wir bedienten uns der Bisulfit-Methode von 
» Dirscherl und Schéllig’. Einzelheiten vgl. das Beispiel b), unten. 


Darstellung der 1(—)-Phenyl-amino-essigsiure. Wir folgten 


’ der Vorschrift von Betti und Mayer"), nur dampften wir zur Be- 
| schleunigung im Vakuum bei 40—50° weitgehend ein. 


128,7 mg in 25 ccm Wasser, /=1dm, 
a29= —0,56°, [a]%°= —110,7°. 


Dieser Wert stimmt sehr gut mit dem von Betti und Mayer an- 


| gegebenen von — 111,0° iiberein. 


Decarboxylierung von Brenztraubensaure mit 1(—)-Phenylamino- 


4 essigsiure. Wir geben nur einen Teil der durchgefiihrten Versuche wieder. 


a) 2g Aminosiure, 50 ccm Brenztraubensiure, 10 ccm Acetaldehyd 


| (reinst), 2 Stunden bei 100°:112 mg Acetoin. Ein zweiter gleicher Ansatz 


ergab 78mg Acetoin. Beide Ansitze mit insgesamt 190 mg Acetoin wurden 
zusammen aufgearbeitet. Im Atherextrakt waren 2,4°/, Acetoin vorhanden, 


die im 1 dm-Rohr keine optische Drehung aufwiesen. 


b) 6 Ansitze zu je: 3 g Aminosiure, 50 ccm Brenztraubensiure, 
10 cem Acetaldehyd (reinst), 2 Stunden bei 100% Jeder Ansatz wurde fiir 
sich nach Zusatz von je 100 g CH,COONa-3 H,O und Verdiinnen auf 
200 cem destilliert und in jedem Destillat in einem aliquoten Teil der 
Acetoingehalt ermittelt. Alle Destillate zusammen: 1260 ccm mit 656 mg 
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Acetoin. Die vereinigten Destillate wurden mit 82 g Natriumbicarbony & 
neutralisiert (die notwendige Menge wurde vorher genau _ ermittelt) 
130 g NaHSO, zugesetzt und im Vakuum stark eingeengt. Das Konzenti F 
wurde schwach alkalisch gemacht und wieder im Vakuum destilliert. Ip 
Destillat (259 cem) sind 529 mg Acetoin enthalten, die nochmals dem Bisulfi 
verfahren unterworfen wurden. SchlieBlich wurde eine wiibrige Lésun 
erhalten, welche 2,6°/, Acetoin enthielt, aber im 1 dm-Rohr keine optisch 
Drehung (spezifische Drehung: 0 + 0,8°) zeigte. : 
Decarboxylierung von Brenztraubensaure mit 1(—)-Asparagin § 
Es wurden 18 Ansitze gemacht mit je 5g l-Asparagin und 20 cem Bren. 4 
traubensiure, die 15 Minuten auf 100° erhitzt wurden. Im 1. Destillat (595 cem 
sind 428mg Acetoin enthalten. Das Bidestillat wurde nach Versetzen mt 
Bisulfit eingeengt, die Bisulfitverbindung zerlegt und das Destillat hiervo I 
nochmals der Bisulfithehandlung unterworfen. Fast die gesamte Acetoin. 
menge ist schlieBlich in 11 ccm wifriger Lésung enthalten. Das Acetoir 
wurde vollstindig mit Ather extrahiert, der Ather abgedampft, wobei 
ein Teil verloren geht und der Riickstand mit Wasser auf 2 ccm aufgefiillt 
Diese konzentrierte 10°/,ige Acetoinlésung zeigte keine optische Drehun; & | 
(spezifische Drehung: 0 + 0,2°). (7,4’- 
Die Halfte der Lésung wurde mit salzsaurem Semicarbazid verseta HR wolle 
und das ausfallende Semicarbazon 3mal aus Wasser umkrystallisiert, frakti 
Schmelzp. 192° [nach Hirsch®*) 193—4°). 


Racemisierungsversuche. Phenylaminoessigsidure. a) 60m 
eines Priparates mit tiberwiegend (+-)-Form werden in 30 ccm Eisessig 
gelést; die Drehung im 1 dm-Robr betrigt +0,29°, nach 2stiindigem Er. 
hitzen auf 100° +0,09°. 

b) 41,2 mg der gleichen (+)-Aminosiure zeigen in 20 cem Eisessig die 
Drehung +0,29°, nach 1/,stiindigem Erhitzen auf 100° +0,03°. 

ce) 282,9 mg (+)-Siure werden mit 10 ccm Brenztraubensiure kurz bis 
zur Auflésung erwérmt, dann wieder abgekiihlt: a = + 3,64°. Nach 10 Minuten 
langem Erhitzen auf 100° 1éBt sich keine Drehung mehr feststellen. 

1(+)-Alanin. a) 937 mg in 17,7 com Eisessig geldst, « — + 0,97°: 
nach 2stiindigem Erhitzen auf 100° betrigt « = +0,73° 

b) 263,4 mg werden in 5 ccm Brenztraubensiure durch kurzes Er 
wirmen gelést, «= +0,82°. Nach 10miniitigem Erhitzen auf 100° wurde 
die dunkelgefirbte Lésung mit Methanol auf das 6fache verdiinnt. Es war 
keine optische Aktivitét mehr festzustellen. ' 

1(—)-Asparaginsiéiure. 255mg in 5cem Brenztraubensiure durch Be "gen 
Erwirmen gelést, «= +1,27°. Nach 10 Minuten Erhitzen auf 100° mit Brote | 
Methanol auf das 3fache verdiimnt: « = 0. scheic 

1(—)-Leucin. 252,9mg in 10cem Eisessig gelést, « = +0,51°. Nach Saure 
1 Stunde Erhitzen auf 100°: «= +0,50°, nach 2 Stunden + 0,38°. Erhit: 
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Eine einfache Farbreaktion 
zum Nachweis des im Stutenharn vorkommenden Equols 


Von 


Wilhelm Dirscherl 


(Experimentell mitbearbeitet von Kurt Schodder) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1940) 


Bei unseren Arbeiten mit Stutenharn haben wir eine ein- 


“fache Farbreaktion aufgefunden, die zum Nachweis des Equols 
5(7,4-Dioxy-isoflavan) dienen kann, so daB wir sie kurz mitteilen 


wollen. Bei Anstellung der Gmelinschen Probe mit einer Harn- 
fraktion, in der wir Gallenfarbstoff vermuteten, beobachteten wir 


Fnach dem Unterschichten der wi8rigen Lésung mit konzentrierter 


Salpetersiure an Stelle des griinen Ringes lediglich das Auf- 
treten einer Rotfarbung iiber der Beriihrungsstelle der beiden 
Schichten. Wir erhitzten hierauf die wiBrige Lésung derselben 
Harnfraktion mit der gleichen Menge 25°/,iger Salpetersaure auf 
freier Flamme zum Sieden (Xanthoproteinprobe): Vor Hintritt 
des Siedens hellt sich die Farbung der (braunen) Lésung auf, 


‘dann bildet sich, bei gréBerer Konzentration nach voriibergehen- 
“der Dunkelfarbung, ein roter Niederschlag, der zunachst die Fliissig- 
okeit gleichmaBig erfillt und nach einigem Stehen in roten Flocken 


absitzt. Lingeres Erhitzen scheint den Farbstoff nicht zu ver- 
andern. Beim Schiitteln mit Ather oder Amylalkohol geht der 


srote Farbstoff in diese Lésungsmittel. Beim Versetzen der waB- 
mgen Suspension mit Natronlauge oder Ammoniak lést sich der 
mote Farbstoff auf, nach dem Ansauern der gelbbraunen Liésung 


scheidet er sich wieder aus. Hierbei ist es gleichgiiltig, welche 
Saure verwendet wird. Dagegen wird der rote Farbstoff nur beim 
Krhitzen der betreffenden Harnfraktion mit Salpetersaéure, nicht 
dagegen mit salpetriger Saéure, Salz- oder Schwefelsaure erhalten. 
s handelt sich also um eine spezifische, vermutlich oxydierende 
oder (und) nitrierende Wirkung der Salpetersiure. Da die unter- 
suchten Harnfraktionen in Wasser wenig ldéslich waren, unter- 
suchten wir die Reaktion auch in alkoholischer Lésung, muBten 
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aber feststellen, daB sie hier ausbleibt. (Auf diese und andere 
die Ausfiihrung der Farbreaktion betreffenden Fragen, ist weite 
unten einzugehen.) 

Bei der Priifung unserer zahlreichen Fraktionen aus den 
Harn trachtiger Stuten mittels dieser neuen Reaktion ergab sic}, 
positiver Ausfall nur bei sauren, nicht dagegen bei neutralen Ap. 
teilen. Von den sauren Fraktionen reagierten wiederum nur di 
mit Wasserdampf nicht fliichtigen Anteile. DaB der saure Chaz. 
rakter fiir den positiven Ausfall der Reaktion unerl&Blich ig 
ergab sich auch daraus, daB eine positiv reagierende Fraktio, 
nach der Acetylierung mit Essigsiureanhydrid und Pyridin negatiy 
reagierte, aber nach kurzdauernder Verseifung wieder die alte 
Farbreaktion lieferte. Aus diesem Verhalten lieB sich schlieBen, 
daB der saure Stoff, der die beschriebene Farbreaktion liefert, 
wabrscheinlich ein (mit Wasserdampf nicht flichtiges) Phenol ist, 
Phenole sind bekanntlich im Stutenharn reichlich vorhanden, aber 
die gewohnlichen Phenole liefern mit Salpetersiure nur eine Gelb. 
farbung, so z. B. Phenol selbst, die Kresole, aber auch Brenz- 
katechin, Hydrochinon, Resorcin, Pyrogallussiure, Naphthol, Napb- 
thoresorcin. Eine bestindige Rotfarbung (ohne Niederschlag) 
lieferten Phloroglucin und Orcin. Nur eine mehr oder weniger 
starke Gelbfairbung gaben eine Reihe von substituierten Phenolen, 
wie 1,3,2-Xylenol, 1,2,4-Xylenol, 1,3,5-Xylenol, 1,2,4-Trimethyl- 
6-oxy-benzol, p-Xylo-hydrochinon, Pseudo-cumo-hydrochinon, sein 
Monomethylaither und Duro-hydrochinon, die wir dem freund- 
lichen Entgegenkommen von Herrn Dr. John, Géttingen, ver- 
danken. 

Auch die im Harn der trichtigen Stuten vorkommenden 
weiblichen Keimdriisenhormone Oestron, Oestradiol, Equilin und 
Equilenin, die ja samt und sonders mit Wasserdampf nicht fliich- 
tige Phenole sind, geben unsere F'arbreaktion nicht, sondern ledig- 
lich eine Gelbfarbung. 


Bei diesem Stand der Dinge dachten wir an das von Mar- 
rian und Haslewood”?) 1932 aus Harnfraktionen trichtiger 
Stuten isolierte Equol, ein Phenol, dessen Konstitution als 
7,4’-Dioxy-isoflavan weitgehend durch die Entdecker, endgiiltig 
durch Wessely und Mitarbeiter*) aufgeklirt wurde. Gegen die 


') Biochemic. J. 26, 1227 (1932). 
2) Biochemie. J. 29, 1586 (1935). 
5) Mh. Chem. 71, 215 (1938); Ber. chem. Ges. 72, 629 (1939). 
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Méglichkeit, daS das Equol die Ursache unserer mit bestimmten 


) Harnfraktionen erhaltenen cgay sein kénnte, sprach aller- 


HO—¢ ~~ 5 CH, 
i! Wert? ‘Don 


Equol (7, 4. Dioxy-isoflavan) 


i dings die von Marrian und Haslewood gemachte Angabe [vgl.*), 
|S. 1230]: ,EKquol gave strong Millon and xanthoproteic reac- 
i tions“. Die Xanthoproteinreaktion besteht bekanntlich darin, daB 


Stoffe, die einen Benzolring enthalten, beim Erhitzen mit Salpeter- 


‘siure eine Gelbfarbung liefern, Vom Auftreten einer Rotfairbung 


baw. eines roten Niederschlages schreiben Marrian und Hasle- 
wood nichts. Wir woilten aber trotzdem unsere Annahme priifen 


‘und stellten aus einer geeignet erscheinenden Harnfraktion, die 


die Farbreaktion gab, krystallisiertes Equol her, das den in der 
Literatur angegebenen Schmelzp. 192° zeigte und mit einem 
Equolpraparat, das uns Herr von Wessely liebenswiirdigerweise 


fzur Verfiigung stellte*), keine Schmelzpunktserniedrigung gab. 


Beide Equolpriparate lieferten beim Erhitzen mit Salpetersiure 


einen roten Niederschlag. 


Der einzige Unterschied gegeniiber unreinen Stutenharn- 


'fraktionen besteht darin, daB diese ein rotes, in organischen Lé- 


sungsmitteln lachsfarbenes Produkt liefern, wihrend reines Equol 
einen carminroten Niederschlag gibt, der in Ather und Amyl- 


} alkohol mit ebensolcher Farbe léslich ist. Dieser Unterschied 
‘ist durch Beimengungen bedingt, denn bei der Isolierung des 
' Equols aus unseren Harnfraktionen bleibt er bis zur Gewinnung 
' eines farblosen Equolpraparates bestehen. Erst dieses gibt dann 
' die carminrote Farbung. DaB Marrian und Haslewood beim 
| Erhitzen mit Salpetersiure nur eine Xanthoproteinreaktion sahen, 
» hingt sicher mit der Verwendung zu verdiinnter Lisungen zu- 
/sammen (vgl. unten), was bei der geringen Léslichkeit des Equols 
' in Wasser leicht verstindlich ist. 


Uber die Ausfiihrung der Salpetersiureprobe des Equols ist 
folgendes zu sagen: Wir haben sie im allgemeinen so yorge- 


'nommen, daB wir die wiBrige Lisung mit der gleichen Menge 


‘) Fiir die freundliche Uberlassung von Equol, Daidzein und synth. 
Formononetin sind wir Herrn Prof. v. Wessely zu besonderem Dank ver- 
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25°/,iger Salpetersiure im Reagenzglas kurz zum Sieden erhitzey, 
Die Grenze der Nachweisbarkeit liegt gréBenordnungsmaBig hy 
einer Equolkonzentration von 1:1000. Hier tritt zunichst Rot. 
farbung und Triibung auf, der rote Niederschlag setzt sich erg 
nach einiger Zeit ab. In einer Konzentration von 1: 1000) 
kommt es nur zu einer rétlich-gelben Farbung. Bei sehr schlechi 
léslichen Fraktionen oder beim Equol selbst ist es manchmil 
zweckmiabig, mit wenig Natronlauge eine alkalische Lésung her. 
zustellen, die erwiarmt und dann mit heiBer Salpetersiure ver. 
setzt wird, wobei der rote Niederschlag gebildet wird. In diese 
Form lat sich die Empfindlichkeit der Probe noch um ein 
Zehnerpotenz steigern, wenn man | ‘'ropfen der alkalischen equol- 
haltigen Lésung auf einem Objekttrager mit 1 Tropfen konzen. 
trierter Salpetersiure vermischt und iiber freier Flamme ein. 
trocknet. Unter dem Mikroskop, eventuell schon mit der Lupe 
lassen sich bei Anwesenheit von Equol in einer Konzentratiu 
von etwa 1:10000 wenigstens einige rot gefirbte Krystallkruste: 
erkennen. In alkoholischer Lisung bleibt die Bildung des rote 
Niederschlages aus, bei geniigender Konzentration tritt Farbung 
auf (vgl. unten). 

Die Spezifitat unserer Farbreaktion konnten wir leider 
nur in ungeniigendem Umfang priifen, da wir uns nur wenige det 
interessierenden Stoffe beschaffen konnten und unter diesen ge- 
rade Flavane und Isoflavane (aufer Equol) fehlen. 

Von besonderem Interesse waren zundichst zwei nahe Ver- 
wandte des Equols, nimlich das Daidzein (7,4’-Dioxy-isoflavon) 

O 
HO—4 \”~ \C—H 


| z 


| 
O 
R =H: Daidzein; R= CH,: Formononetin 


und sein Methylather, das Formononetin. Beide Stoffe (Pripa- 
rate von Wessely) geben die Equolreaktion nicht. 

Wir priften dann das Verhalten des Vitamins EK, das be- 
kanntlich ein Flavanderivat ist. Synthetisches d,l-a-Tokopherod 
(Hoffmann-La Roche) gab in wiBriger Aufschwemmung beim Er- 
hitzen mit Salpetersiure Rotfirbung der unléslichen Trdépfchen. 
In alkoholischer Lésung trat tiefrote Farbe auf. Diese Reaktion, 
die bereits in der Literatur beschrieben wurde, ist weiter unten 
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u besprechen). Eine Reihe dem Tokopherol nahestehender Stoffe 
eigte folgendes Verhalten: 2,5,7,8-Tetramethyl-chroman (gelb), 
D5, 7,8-Letramethyl-6-oxy-chroman (schwach gelb), 2,5,7,8-Tetra- 
methyl-chromon (farblos), 2,5,7,8-Tetramethyl-6-acetoxy-chromon 
farblos), 2-Styryl-5,7,8-trimethyl-chromon (gelber Niederschlag), 
) 2’-Dimethyl-7-oxy-chromanon (gelbbraun); 2,4,6,7-Tetramethyl- 
-oxy-cumaran (gelb), 2,4,6,7-Tetramethyl-5-oxy-cumaron (gelb). 
Die 3 Flavanonderivate Eriodictyol, Homo-eriodictyol und Hespe- 
itin sowie d-Catechin gaben mit Salpetersiiure beim Erhitzen 
relegentlich eine voriibergehende Rotfairbung, die in Gelb bzw. 
Braun iiberging. Gentisin, ein Xanthonderivat, lieferte lediglich 
ine Gelbfarbung‘). 1-Epi-catechin verhielt sich wie Catechin, 
5,7,3’,4’-Tetramethoxy-flavanon, Pelargonidin-acetat und Fise- 
ell: Mtinidin-acetat zeigten Gelbfarbung®). Die 3 letzten Priparate sind 
lupe, Mllerdings fiir die zu priifende Reaktion weniger gut geeignet, da 
tion Mie keine freien Hydroxyle enthalten und diese, wie oben gezeigt 
isten Mwurde, offenbar notwendig fiir das Zustandekommen der Farb- 
oter Hfeaktion sind. 

Ung Aloin, ein Anthranolderivat, das wir gerade zur Hand hatten, 
ildet mit heiBer Salpetersiure eine tiefrote, bestandige Lésung, 
lie beim Erkalten einen braunroten Niederschlag absetzt. 

Zum SchluB dieser Aufzihlung sei noch erwihnt, da die 
bekannte Rotfarbung von Brucin mit Salpetersiure, die zum Nach- 
eis dieser dienen kann, in der Hitze unbestindig ist. 

Von allen untersuchten Stoffen liefert nur das Equol beim 
rhitzen mit Salpetersiure einen roten Niederschlag, einige andere 
Substanzen geben voriibergehende Rotfirbungen, die meisten ledig- 
ich Gelbfarbung. Unsere Farbreaktion scheint demnach ziemlich 
pezifisch zu sein. Eine endgiiltige Aussage wird indessen erst 
bach Priifung weiterer Stoffe, besonders der Isoflavan- und Flavan- 
elhe méglich sein. 
| Wir hoffen mit der von uns gefundenen Farbreaktion eine 
Handhabe fiir den Nachweis des Equols in biologischem 
laterial bzw. in Extrakten aus solchem zu liefern. Im Harn 
rachtiger Stuten ist Equol in so geringer Konzentration enthalten 
rermutlich einige Milligramm je Liter), daB die Reaktion mit 
em Harn selbst negativ verliuft. Erst in Extrakten, die Equol 
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5) Die vorerwihnten Stoffe hat uns die Firma Merck, Darmstadt, 
eundlichst iiberlassen, wofiir wir ihr bestens danken. 

; *) Diese 4 Priparate wurden uns von Herrn Prof. Freudenberg, 
ten leidelberg, iiberlassen, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 
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in Konzentrationen von 1:1000 bis 1:10000 enthalten, ist mi 
positivem Ausfall der Farbreaktion zu rechnen. Mit Hilfe des ap. 
gegebenen Nachweises, der sich leicht quantitativ gestalten laft, 
kann man wohl auch die Frage der Herkunft des Equols klirey, 
Die naheliegende Annahme, daf das durch die Niere ausgeschiedene 
Equol (oder eine Vorstufe desselben) vom Pferd mit der Nahrung 
aufgenommen wird, erfahrt eine Stiitze durch die Angabe vo 
Lechner’), daB das Vorkommen des Equols im Harn von eine 
bestimmten Art der Fiitterung abhingig ist. 

Zum SchluB sei noch auf die Oxydierbarkeit de; 
Vitamins E mit heiBer Salpetersaiure eingegangen, die oben 
bereits erwahnt wurde. In alkoholischer Lésung bildet sich ein roter 
Farbstoff, wie John’) und Furter und Meyer’) angeben. Die 
letztgenannten Untersucher verwenden die Farbreaktion zur quav- 
titativen Bestimmung. In wiBriger Aufschwemmung farben sich 
die unléslichen Trépfchen des Tokopherols rot, wie wir oben an- 
gegeben haben. Um die Equolreaktion in Alkohol mit der. 
jenigen des d,l-e-Tokopherols vergleichen zu kénnen, erhitzten 
wir beide Stoffe unter gleichen Bedingungen nebeneinander (in 
absolutem reinem Alkohol, mit '/, Volumen konzentrierter Salpeter- 
siure) auf einem siedendem Wasserbad. In 0,02°/,iger Lisung 
zeigt d,l-«-Tokopherol nach einigen Minuten lachsrote Farbung, 
die dann bei weiterem Erhitzen allmaihlich wieder abblaBt, wial- 
rend Equol auch nach 10—15 Minuten nur eine schwache Gelb- 
farbung aufweist. Fiihrt man die Reaktion in 0,1°/,iger Losung 
durch, so wird Tokopherol in wenigen Minuten kraftig rot, blatt 
dann in der Hitze allmihlich ab, Equol dagegen nimmt langsam 
eine braungelbe Farbung an, die bestehen bleibt. Die quantitative 
Bestimmung des Vitamins E nach Furter und Meyer wird den- 
nach durch die Anwesenheit geringer Mengen von Equol nicht 
gestért, wenn man unter geeigneten Bedingungen arbeitet. 

Von Interesse ist, daB Equol bei den angegebenen Konzet- 
trationen in Alkohol keine Rotfarbung ergibt, wahrend sich m1 
waBriger Lisung ein roter Niederschlag abscheidet. Andrerseits 
gibt das 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman zwar nach John unl 
Emte?®) wie Tokopherol mit Salpetersiure in alkoholischer Lésun; 
ein rotes Oxydationsprodukt, in wiBriger Lésung aber beobachteten 


) Zitiert bei Wessely®), erste Arbeit, 8, 219. 
‘) Diese Z. 250, 11 (1937). 

*) Helvet. chim. Acta 22, 240 (1939). 

1”) Diese Z. 261, 24 (1939). 
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it wir lediglich das Auftreten einer Gelbfarbung. Es bestehen also 
- IB vewisse Verschiedenheiten zwischen der Reaktion des Equols und 
t, J der Chromanderivate einschlieBlich des Tokopherols. In der Emp- 
u. M findlichkeit des Nachweises allerdings ahneln sich beide Gruppen: 
¢ M die untere Grenze der Nachweisbarkeit betrigt fiir das Equol in 
¢  wabriger Lésung 0,01—0,1°/,, fir das Tokopherol in alkoholischer 
. ® Losung nach Furter und Meyer 0,005°/,. 
ar Uber die Natur des ,Equolrotes“!) kénnen wir noch 
keine endgiiltige Aussage machen. Ein aus geeigneten Stuten- 
3 harnfraktionen dargestelltes Priparat zeigte folgende Kigenschaften : 
1— Es ist wenig léslich in Wasser, Athanol, Ather, Chloroform, 
tM Benzol, Petrolather, dagegen gut léslich in Dioxan, Lisessig, 
ie / Essigester, Aceton, Pyridin. Die einwandfreie Reinigung und 
: / Krystallisation steht noch aus. Das bisher orientierend unter- 
h # suchte Produkt ist stickstoffhaltig [10,51°/, ohne Beriicksichtigung 
: # eines geringen Aschegehaltes!?)] und wird bei Reduktion entfarbt. 
 @ Reduziert man mit Na,S,O, in Hisessig—Wasser, so erhalt man 
1 eine gelbe Lésung, die bei Zugabe von Ferrichlorid wieder rot 
0 ® wird. Auch bei langerem Erhitzen mit Zinkstaub—Kisessig macht 
- @ die rote Farbung einer braunen Platz, bei Luftzutritt kehrt die 
iS rote Farbung wieder. Aus diesem Verhalten darf man schliefBen, 
g,@ daB es sich beim Equolrot um ein Chinon handelt, das aber zum 
i: # Unterschied vom Tokopherolrot noch Stickstoff, sehr wahrschein- 
lich in Form von Nitrogruppen, enthilt. Die Bildung eines 
i$ /® Chinons macht es auch verstindlich, daB acetyliertes Equol die 
it Farbrektion nicht gibt (vgl. oben). Eine eingehende Untersuchung 
n @® des Equolrotes soll vorgenommen werden. 


)- Zusammenfassung 


i Es wird eine Nachweisreaktion des Equols beschrieben, die 

auf der Fallung eines roten Farbstoffs beim Erhitzen mit Salpeter- 
'® siure in wiBriger Lésung beruht. Ferner werden Empfindlich- 
0 keit und Spezifitat der Probe behandelt und das Verhiltnis zur 
Salpetersdurereaktion des Tokopherols in alkoholischer Lésung 
besprochen. Das rote Reaktionsprodukt des Equols (,,Equolrot“) 


1} ® ist wahrscheinlich ein nitriertes Chinon. 
a 





} “) ‘Wir wiihlen diese kurze Bezeichnung in Analogie zu der von John 
gebrauchten_,,Tokopherolrot“. 
") Die Analyse verdanken wir Herrn Dipl.-Chem. H. Nahm. 
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Uber Mesobilivioline 
I, Mitteilung 


Konstitution des Mesobiliviolins, Synthesen des Mesobiliviolins-IX, » 
und Mesobiliviolins-XIII, « 
sowie tiber w-Mesobiliviolin und ,,Oxo‘‘-urobilin 


Von 
Walter Siedel und Hans Moller’) 
Mit 5 Figuren im Text und Tafel IT 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1940) 


Im Verlaufe von Untersuchungen iiber die Stabilitat des 
Mesobilirubinogens (= Urobilinogen) erhielten H. Fischer und 
G. Niemann?) bei Zusatz von Ferrichlorid zu einer salzsauren 
Lésung der Leukoverbindung in der Kilte ein amorphes Ferr- 
chloriddoppelsalz. Bei Einwirkung des Ferrichlorids auf das Meso- 
bilirubinogen in der Hitze entstand dagegen ein intensiv violetter 
Farbstoff, der allerdings nur undeutlich krystallisierte. Die Analyse 
der neuen Verbindung sprach fiir die Zusammensetzung C,,H,,0,N,. 
Im Hinblick auf die Farbe wurde fir das neue Bilirubinoid dit 
Bezeichnung ,,Mesobiliviolin: eingefiihrt. Dieses ,,Mesobiliviolin’ 
zeigte als salzsaures Salz ein dreibandiges Spektrum und war vo! 
allem durch die schéne Rotfluorescenz und das typische Absorptions- 
spektrum seines Zinkkomplexsalzes charakterisiert. Wie Versuche 
mit Mesobilirubin zeigten, schien es auch aus diesem bei langerem 
Erhitzen mit konzentrierter Salzsiure zu entstehen. 

Um Einblick in die Konstitution des ,,Mesobiliviolins* 2 
gewinnen, wurde von H. Fischer und G. Niemann die kataly- 
tische Reduktion durchgefiihrt. Die entstandene Leukoverbindung, 
das ,,Mesobiliviolinogen*‘, schien mit dem Mesobilirubinogen nicht 


') Diss. H. M6ller, Technische Hochschule, Miinchen 1939. 
*) Diese Z. 137, 293 (1924). 
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Rontgendiagramme von Bilirubinoiden 
(mit Debye-Scherrer-Methode) 


Mesobilirubinogen- 
XIII, « 


(aus Glaukobilin- 
XIII, a) 


l umkrystallisiert 
aus Chif.-Petrolither 


Mesobilirubinogen- 
XII, « 


(aus Mesobiliviolin- 
XITT, a) 





Mesobilirubinogen- 
IX, @ 


(aus Bilirubin) 


umkrystallisiert aus 
Essigsiiureaithylester 


Mesobilirubinogen- 
IX, « 


(aus Mesobiliviolin- 
IX, a) 





Bilirubin 


(aus Chloroform um- 
krystallisiert) 


Mesobilirubin-LX, « 


(aus Pyridin um- 
krystallisiert) 


Glaukobilin-IX, a- 
dimethy lester 


(aus Chif.-Methanol 
umkrystallisiert) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 264, Tafel IL 


Zu Walter Siedel und Hans Moller 


Uber Mesobilivioline. (Seite 64) 


Verlag Walter de Gruyter &Co., Berlin 
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' identisch zu sein. Durch Oxydation der Leukoverbindung wurde 
» jedoch das urspriingliche ,,Mesobiliviolin wieder gebildet. 

Was das natiirliche Vorkommen des Mesobiliviolins betrifft, 
' so konnte es von C.J. Watson!) mit dem ,,Kopromesobiliniolin‘ 
identifiziert werden, das von ihm hiaufig in Begleitung des Sterco- 
bilins gefunden wurde. 

GréBere Bedeutung erlangte der Farbstofftyp durch die Unter- 
suchung der Pigmente der Rotalgen?). Aus den urobilinihnlichen 
Kigenschaften der weitgehend gereinigten Chromoproteide, dem 
Phycoerythrin und Phycocyan schloB R. Lemberg’) auf eine Zu- 
gehorigkeit dieser Pigmente zur Gruppe der Gallenfarbstoffe. Dem- 
entsprechend gab er den beiden Farbkomponenten die Namen 
Phycoerythrobilin und Phycocyanobilin. Nach dem Beweis dieser 
Zugehérigkeit durch Uberfiihrung der Pigmente in ein Glauko- 
bilin vertrat R. Lemberg die Ansicht, daB die beiden Farb- 
stoffe mit dem in der Farbe ahnlichen Mesobiliviolin in Zusammen- 
hang stehen kénnten. Auf Grund dieser Annahme untersuchte er 
das analytische Mesobiliviolin auf seine Kinheitlichkeit. Er fand, 
daB scheinbar je nach der Dauer der Einwirkung des Ferrichlorids 
' auf das Mesobilirubinogen zwei verschiedene Farbstoffe gebildet 
werden, ein mehr violetter und ein mehr roter. Hinsichtlich ihrer 
Abnlichkeit mit den Algenfarbstoffen nannte er die beiden 
| Komponenten ,,Mesobilicyanin“ und ,,Mesobilierythrin« — unter 
| AuBerachtlassung des Alteren Ausdrucks ,,violin“ fir diesen 
_ Bilirubinoidtyp. Er glaubte im Mesobilicyanin ein Oxydations- 
| produkt des Mesobilierythrins vor sich zu haben. SchlieBlich 
' hielt er das Mesobilicyanin auch fir ein Oxydationsprodukt des 
| Mesobilirubins und brachte es mit dem Typ des ,,Bilicyanins* 4) 
' in Beziehung, der nach Alteren Arbeiten der blauen Phase der 
| Gmelinschen Reaktion zugrunde liegen soll. 

E Somit sind eine Reihe von Verbindungen vom Farbtyp des 
_ Mesobiliviolins bekannt. Trotz aller Arbeiten ist aber ein Kin- 
_ blick in die Konstitution dieses Farbstoffs nicht gewonnen worden, 
_ Im Gegenteil ist — vor allem durch die Gleichsetzung des Violin- 
' typs mit dem bei der Gmelinschen Reaktion erhaltenen violetten, 
' in Form seines Zinkkomplexsalzes ebenfalls rotfluorescierenden 


ee eT eee pei deca 
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4 ') Diese Z. 208, 102 (1932); 222, 145 (1933). 

4 *) H. Kylin, Diese Z. 69, 169 (1910); 76, 396 (1912). 

q ‘) Liebigs Ann. 505, 151 (1933). 

1 *) Heynsius u. Campbell, Pfliigers Arch. 4, 520 (1871); H.K. Barren- 
' scheen u. O. Weltmann, Biochem. Z. 140, 273 (1923). 

: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 5 
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,,Bilicyanins‘ — eine Verwirrung eingetreten, die so weit geht, 
daB man glaubt, die Bezeichnung ,,Bili- bzw. Mesobiliviolin“ a); 
.Kollektivausdruck* gebrauchen zu kénnen?), 

Hier konnte nun ein entscheidender Wandel durch die 
synthetische Arbeit geschaffen werden, und zwar im Zusammen. 
hang mit der Synthese des Glaukobilins von W. Siedel?) und 
der Synthese des Urobilins von W. Siedel und E. Meier’). 

So konnte gezeigt werden, daB durch Kondensation von 
ormyl-neoxanthobilirubinsiure (I) mit Neo- oder Iso-neobilirubin- 
sure (II) ein in neutraler Lésung violettroter Farbstoff (III) entsteht, 
umgekehrt durch Kondensation von Formyl-neobilirubinsaure (V) 
mit Neo- oder Iso-neoxanthobilirubinsiure (VI) ein in neutraler 
Lésung braunroter Farbstoff (IV). Schon der Farbton, vor allem 
aber die Rotfluorescenz des Zinkkomplexsalzes des rotvioletten 
Farbstofis lieB vermuten, daB er mit dem ,,Mesobiliviolin“ in Be- 
ziehung stehen kénnte. Tatsichlich stimmte auch die Lage der 
Absorptionsbanden der Zinkkomplexsalze beider Verbindungen 
iiberein. Weitere Absorptionsbanden beim Komplexsalz wie beim 
salzsauren Salz des analytischen ,,Mesobiliviolins“ wiesen auf die 
Anwesenheit einer weiteren Farbkomponente im analytischen 
Material hin. Aufdem Wege der chromatographischen Adsorptions- 
analyse konnte schlieBlich das analytische ,,Mesobiliviolin“ in zwei 
verschiedene Farbstoffe zerlegt werden, die sich in ihrem Grund- 
geriist als identisch erwiesen mit den beiden synthetisch erhaltenen 
Bilirubinoiden III und IV. Da jedoch immer nur geringe Substanz- 
mengen vorlagen, konnten die Beweise nur spektroskopisch ge- 
fihrt werden. 

Was die Bezeichnung dieser beiden Farbstoffe betrifft, so 
wurde fiir die rotviolette Komponente sinngem&éB der Name 
Mesobiliviolin beibehalten, und fiir die braunrote Komponente der 
Name Mesobilirhodin eingefiihrt. — Bei Ableitung vom Mesobili- 
rubinogen der natiirlichen Reihe, also dem Mesobilirubinogen-IX, ¢, 
wird dann entsprechend an die obigen Namen die Bezeichnung -IX,¢, 
bei Ableitung vom symmetrischen Mesobilirubinogen-XIII,« das 
Kennzeichen -XIII,a angefiigt. 

Diese kombinierten synthetischen und analytischen Unter- 
suchungen haben also zu dem im folgenden skizzierten Ergebnis 


gefiihrt. 





1) R. Lemberg u. R. A. Wyndham, J. and Proe. roy. Soe. of New- 


South Wales 70, 343 (1937). 
*) Diese Z. 237, 8 (1935). 


‘) Diese Z. 242, 101 (1936). 
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Uber Mesobilivioline 


Mesobilirubinogen FeCl +HCl | | Mesobiliviolin “ 


chromatographische Ad- 


a sorptionsanalyse ia” 
Mesobiliviolin Mesobilirhodin 
(violettrot) (braunrot) 


Auf Grund der Synthesen ergeben sich fiir die beiden Farb- 


' komponenten die Formelbilder III und IV, und zwar fiir das Meso- 


) biliviolin ein Bilirubinoid, bei dem die Heteroringe durch zwei 
' Methin- und eine Methylenbriicke miteinander verbunden sind, so 
\ daB Pyrrol- und Pyrroleninringe alternieren. Beim Mesobilirhodin 


‘liegt im Briickengeriist zwar die gleiche Hydrierungsstufe vor, 
jedoch ist die Lage einer Doppelbindung geindert, so daB je 


: HOCH, HC 


H,C, SoH, ay Prej CH, H, C 
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'zwei Pyrrol- und zwei Pyrroleninringe nebeneinander zu liegen 
‘kommen. Beide Verbindungen sind Isomere des Mesobilirubins?) 
) und unterscheiden sich von ihm nur durch die Lage der -CH,-Briicke. 


Formy]-neoxanthobilirubinséiure Iso-neobilirubinsiure 
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Betrachtet man nun die Verhiltnisse und Méglichkeiten bei 


pier Dehydrierung des Mesobilirubinogens an Hand des Formel- 


 W. Siedel, Diese Z. 245, 257 (1937). 
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schemas (VII bis X), so sieht man, daB nach Bildung des ersten 
Dehydrierungsproduktes, des Urobilins, die weitere Abspaltung 
des Wasserstoffs in verschiedenen Richtungen vor sich gehen kann: 

a) Dehydrierung an der Iminogruppe des Ringes I und de; 
a-CH,-Briicke; 

b) Dehydrierung an der Iminogruppe des Ringes IV und der 
7-CH,-Briicke; 

c) Dehydrierung an der Iminogruppe des Ringes IT und der 
a-CH,-Briicke. 

Im Falle a) miiBte dann das Mesobiliviolin entstehen, das 
nach Schema I—III synthetisiert werden kann, im Falle b) das 
Mesobilirhodin, das entsprechend dem Reaktionsschema IV—Y] 
erhalten wird. [Die Dehydrierung im Falle c) fiihrt zu einem 
Produkt, auf das wir spiater (vgl. S. 78) zuriickkommen.] 


Dab die beiden Bilirubinoide Mesobiliviolin und Mesobilirhodin in ihrer 
Farbe verschieden sein miissen, geht aus der unterschiedlichen Lage ihrer 
Doppelbindungen hervor. Zwar sind bei den Gallenfarbstoffen noch 
wenig Erfahrungen') vorhanden, um genaue Zuordnungen von Farbe und 
Konstitution treffen zu kénnen, jedoch darf man annehmen, dab beim Meso- 
biliviolin in der chromophoren Gruppe (Kerne I—II]) die Farbe durch Uber- 
lagerung zweier Pyrromethenchromophore zustande kommt. Die farbgebende 
Gruppe des Mesobilirhodins (Kerne IJ—IV) ist wesentlich anders gebaut. 
Sie enthilt nur einen Pyrromethenchromophor (Ring II und III). Die 
Kombination der Pyrroleninringe III und IV scheint die Farbaufhellung 
gegeniiber dem Mesobiliviolin zu bewirken. 


Zweck der vorliegenden Arbeit war es nun, Mesobilivioline 
in Substanz zu isolieren, sowohl synthetisch wie analytisch, und 
ihre Kigenschaften und Reaktionsfaihigkeit zu untersuchen. So wurde 
zuerst entsprechend dem Reaktionsschema XVI—XVIII (S. 75) 
durch Kondensation von Formyl-neoxanthobilirubinsiure mit Neo- 
bilirubinséure mittels Bromwasserstofisiure in Methanol das 
Mesobilwioln-XIII,a dargestellt. Bei der Umsetzung tritt gleich- 
zeitig Veresterung der beiden Propionsiurereste des Bilirubinoid: 
ein. Dies tritt bei der nachfolgenden chromatographischen Reinigung 
des. Pigments insofern vorteilhaft in Erscheinung, als die Eluier- 
barkeit von dem als Adsorptionsmittel verwendeten Aluminiun- 
oxyd gegeniiber derjenigen der Dicarbonsiure wesentlich erhdht 
ist. Die chromatographische Reinigung muB eingeschaltet werden, 
da bei der Synthese eine geringe Umwandlung des Mesobiliviolins 





') Vgl. A. Stern u. F. Pruckner, Z. physik. Chem. Abt. A 180, 2 
(1937); 182, 117 (1938). 
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Uber Mesobilivioline 69 


in Mesobilirhodin sowie eine Oxydation zu Glaukobilin und dariiber 
hinaus zu Mesobilipurpurin unvermeidbar ist. 


Mesobilirubinogen- IX, « 


nna ee H, st i a a ca H, C,;—C.H; 
| a felt | 
Hol J -CH,- Hi, OH 





























CH, 
NH VII | Nt NH 
¥ 
Urobilin - TX, « 
| be a oh | ms U1 | | IV | 
HO »— CH,— __)—CH yr CH, —__ OH 
Nit | NH VIII N a NH 
| | 
2) — H, | 
4 {| | |b) — Hy 
>I {2] Ul i Be | jivy 
HO. 7==-CH ~CH= CH, \ JOH 
N Wi IX < NH 
Mesobiliviolin - IX, « : 
| | eae | ot =e | em 
Hol} —cH,—t -CH—_ 0H 
NH NH x N N 
Mesobilirhodin - LX, « 
PE eT oe TT oe 
HO —CH=—=_ CH ~ yo CH,—_ JOH iil: 
NH N XI NH ss 
me bili- 
1 II Jc am ay oll Iv | violin 
O— \ 08 
NH ‘a N Ni ) 
Re ae as a ike a foals 
HO. —CH— ya \ 40H 
N Nit atin YX N 


Glaukobilin - IX, « 
Der Mesobiliviolin-XIII, e-dimethylester konnte schlieBlich 


| in roten, schief abgeschnittenen Prismen mit goldenem Oberflachen- 
| glanz (Schmelzp. 164° korr.) isoliert werden. Die Analyse spricht 


eindeutig fir die geforderte Zusammensetzung C,.H,,0,N,, also 
fir die eines Isomeren des Mesobilirubin-dimethylesters. In Uber- 
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eines Mono-hydrochlorids. Wenn man in Betracht zieht, daB sowohl 
das Urobilin wie das Glaukobilin ein Monohydrochlorid bilden, 
dann darf man annehmen, daB auch beim Mesobiliviolin der tertiire 
Stickstoff des Ringes III dafiir verantwortlich ist. 

Mit Zinkacetat in absolut alkoholischer Lésung zeigt der 
Mesobiliviolin-XIT, a-dimethylester die prichtige Rotfluorescen; 
mit charakteristischem Spektrum. Er bildet auch ein Cu-Komplex. 
salz; dieses fluoresciert zwar nicht, absorbiert aber im sichtbarey 
Licht auSerordentlich aihnlich dem Zn-Komplexsalz, nur ist die 
charakteristische Bande im Rot um etwa 14 mu nach dem linger. 
welligen Teil des Spektrums verschoben. 

Nachdem so erstmals ein Mesobiliviolin krystallisiert ge. 
wonnen worden war, wurde die Synthese des unsymmetrische 
Mesobiliviolins-X I, « (III) durchgefiihrt, und zwar durch Konden. 
sation von Formyl-neoxanthobilirubinsiure mit Iso-neobilirubin- 
siure in der bei dem symmetrischen Isomeren geschilderten Weise. 
Auch der so erhaltene Mesobiliviolin-IX, «-dimethylester wurde 
wieder chromatographisch gereinigt. Leider konnte jedoch bei 
diesem Bilirubinoid eine deutliche Krystallisation nicht erzielt 
werden. Es erwies sich vor allem auch erheblich unstabiler als 
das symmetrische Isomere-XIII,«. Bei kurzem Liegen, sowie 
beim Stehen in Lésung erleidet es eine Umwandlung in eine neue 
Substanz, die spater beschrieben wird (vgl. 8. 78). In seiner 
Farbe und in seinen spektroskopischen EKigenschaften, besonders 
denen des Zn-Komplexsalzes, ist der Mesobiliviolin-[X, «-dimethyl- 
ester voéllig identisch mit dem Isomeren-XIII,a. — Das Hydro- 
chlorid des Mesobiliviolin-[X, e-dimethylesters konnte etwas besser 
zur Krystallisation gebracht werden. Es zeigte einen unscharfen 
Schmelzpunkt bei 165°. 

Nunmehr wurde die Darstellung des analytischen Mesobiliviolins 
(= Mesobiliviolin-IX, «) durchgefiihrt. Sie wurde nach den bekannten 
Methoden (S. 64, Anm. 2, S. 65, Anm. 3) durch Erhitzen von Mesobili- 
rubinogen-[X,@ mit Ferrichlorid und Salzséure in Methanol vor- 
genommen. In der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wurde ahn- 
lich verfahren, wie bei der Gewinnung und Reinigung der synthetischen 
Produkte. Wie bei dem synthetischen konnte jedoch auch bei dem 
analytischen Mesobiliviolin-dimethylester eine Krystallisation nicht 
erreicht werden. Nur das Hydrochlorid krystallisierte wieder, und 
zwar in kleinen derben Plattchen mit dem Schmelzp. 150—160°. 
Im Mischschmelzpunkt mit synthetischem Material trat keine 
Depression ein, eine Tatsache, der allerdings bei den Gallen- 
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Uber Mesobilivioline 


farbstofien erfahrungsgemiB (S.66, Anm. 2 und 3) wenig Be- 


© deutung zukommt. 


In den Léslichkeitseigenschaften, im spektralen Verhalten, 


* auch des Zinkkomplexsalzes sowie des Hydrochlorids sind aller- 
» dings der analytische Mesobiliviolin-dimethylester und der synthe- 

' tische Mesobiliviolin-[X, «-dimethylester identisch. Gleichartig ver- 
| halten sie sich auch bei der chromatographischen Adsorptions- 
' analyse. So erwiesen sie sich auch im ,,Mischchromatogramm“?) 
' als véllig einheitlich. 


Wie aus den Formelbildern VIII und [1X hervorgeht, ist 


analytisch natiirlich auch die Entstehung eines isomeren Meso- 
| biliviolins-[X,a@ denkbar, bei dem die Methylengruppe die Ringe I 
© und II miteinander verbindet. Es sei ,,Jso-mesobilwiolun-LX, a* 


© genannt (XIV). Im analytischen Produkt miiBten dann beide Iso- 


' mere vorliegen. 


Um nun einen Anhaltspunkt dariiber zu bekommen, muBten 


| die Kigenschaften des [so-mesobiliviolins-1X, « untersucht werden. 
| Es wurde zu diesem Zweck die Synthese durchgefiihrt, und zwar 


durch Kondensation- von Neobilirubinsiure mit Formy]-iso-neo- 
xanthobilirubinsaure (S. 66, Anm. 2 und 3). Der so erhaltene Iso- 


| mesobiliviolin-LX, a«-dimethylester erwies sich aber als auBerordent- 
lich unstabil. Schon innerhalb 12 Stunden war die violette Farbe 


i der Lésung nach Griin umgeschlagen. Bei Behandlung dieser 
' grinen Lésung mit Mineralséure entstand sofort Mesobilirhodin, 
| identifiziert an der beigefarbenen Fluorescenz seines Zinkkomplex- 


' salzes. Das Iso-mesobiliviolin besitzt also eine besonders groBe 


CS ee get ES 


' Tendenz zum Ubergang in das Mesobilirhodin. Die in Lisung 


griine Substanz scheint eine labile Zwischenstufe dieses Vorganges 
darzustellen, der in der Wanderung eines Protons vom Ring LI 


' nach Ring IT besteht und der damit verbundenen Verlagerung 
» von 5 Doppelbindungen bzw. Austausch von Pyrrol- und Pyrrol- 
| eninform zwischen zwei benachbarten Kernen, entsprechend den 
| Formeln XIV und XY. 


Aus dvesen Feststellungen geht hervor, daf wm analytischen 


| Mesobtliviolin-IX, « wohl in der Hauptsache das synthetisch dar- 
| gestellte unsymmetrische Mesobiliviolin vorliegt. Die Iso-Komponente 
| ist unstabil und liefert einen Teil des Mesobilirhodins, das semer- 
| setts auch noch auf dem Weg b) (S. 68) entsteht. 


Adsorptionsmethode, 2. Aufl., Wien 1938, S. 8. 


') Vgl. L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Die chromatographische 
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XV Mesobilirhodin-IX, « 


Betrachtet man die oben beschriebene Protonen-Wanderung im Bili- 
rubinoidmolekiil unter Beriicksichtigung der neueren Anschauungen iiber 
die ,,Wasserstoffbindung’ bzw. Scherenbindung [Chelation’*)], so kommt 
man zu einer iiberraschend einfachen Erklirung des Vorganges, und zwar, 
wenn man die riumliche Struktur des Bilirubinoids zugrunde legt. Um m 
zeigen, da8 die gebriuchliche Schreibweise der Gallenfarbstoffe in geraden 
Ketten unter Umstinden irrefiihrend sein kann, sind schon in Dieser Z. Bd. 233, 
Tafel I u. Il, vgl. auch’) die Bilirubinoide in Modellen aufgezeigt worden, 
von denen anzunehmen ist, daB sie den wirklichen riumlichen Verhiltnissen 
nahekommen. Es geht aus den Modellen hervor, daB eine Reihe von Bil- 
rubinoiden ringférmig gebaut sind und erst mit fortschreitender Hydrierung 
die Ringform aufgehoben wird. In den Modellen liegen die Molekiile in 
einer Ebene. Nach den theoretischen Betrachtungen E. Hiickels*) an den 
Triphenylmethanfarbstoffen und dem von G. Scheibe*) erbrachten Beweis, 
daB die Pseudo-iso-cyanine eben gebaut sind, darf man auch den Teil des 
Mesobiliviolinmolekils, der mit seinen konjugierten Doppelbindungen fii 
den Farbstoffcharakter verantwortlich ist, als komplanar ansehen’). Damit 
kiime fiir das Mesobiliviolin die Formulierung XIVa in Frage, bei der nw 
der Ring I mit der Methylenbriicke als beweglich zu betrachten ist. Es 
zeigt sich bei der Formel, daB das H-Atom der Iminogruppe des Ringes III 
dem tertiiiren N-Atom des Ringes II stark genihert ist, etwa auf 2,34 
Damit ist die fiir die Ausbildung einer Wasserstoffbindung geforderte 
Mindestentfernung von 2,6 A bereits unterschritten. AuBerdem liegt, wie 
aus der Formel XIVa zu erkennen ist, ein Sechsring vor, der die Wasser- 
stoff bindung besonders begiinstigt. Das Produkt mit der Wasserstoff bindung 


diirfte dann vielleicht die in Losung griine Substanz darstellen. Der mit f 


Mineralsiiure bewirkte Ubergang in Mesobilirhodin besteht dann lediglich 
in der Lésung der Wasserstoffbindung zum Ring II. Das am Ring II 
_somit freiwerdende einsame Elektronenpaar bindet dann sofort das H-lon 
der Mineralsiiure unter Ausbildung des entsprechenden Salzes. 


1) Vgl. B. Eistert, Tautomerie und Mesomerie, F. Enke, Stuttgart 1935. 
*) Vel. K. Kunz, Z. angew. Chem. 52, 436 (1939). 

*) Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 48, 752, 827 (1937). 

‘) Z. angew. Chem. 52, 613 (1939). 

*) Vel. L. Pauling, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe, 
Bd. Ill, J. Springer, Wien 1939, S. 203. 
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Miolin-IX,e@ und Bilirubin. 


Uber Mesobilivioline 


Wie eingangs erwahnt, fiihrte die Hydrierung des Mesobili- 


‘violins zu einer Leukoverbindung, die scheinbar nicht mit dem 


Mesobilirubinogen identisch war. Zur Klarung dieser Frage wurde 


‘die Reduktion der synthetischen Mesobilivioline durchgefiihrt: 


Bei der Reduktion von Mesobiliviolin- XIII, e-dimethylester mit 
Natriumamalgam wurde eine Leukoverbindung erhalten, die aus 
Chloroform-Petrolaither in Prismen krystallisierte. Schmelzp. 205°. 
Sie stimmte mit dem Mesobilirubinogen-XIII, «, das durch analoge 
Reduktion aus Mesobilirubin-XIII,@ gewonnen worden war, in 
Krystallform, Schmelzpunkt und Léslichkeitseigenschaften iiberein. 

Die gleiche Reduktionsmethode fihrte beim Mesobiliviolin-[X, «- 
dimethylester ebenfalls zu einer Leukoverbindung von gleichem 
Typ. Sie krystallisierte in kleinen derben Prismen mit dem Schmelz- 


‘punkt 195—200° In Krystallform und Léslichkeit zeigte sie Ab- 
‘weichungen von dem Isomeren-XIII,a@. Ebenso war sie erheblich 
‘unstabiler als das symmetrische Isomere. Durch Luftoxydation 
‘ging sie sehr bald in Urobilin iiber. Sie, erwies sich als villig 


identisch mit dem Mesobilirubinogen-IX,@, das aus Bilirubin 


'nittels Natriumamalgam dargestellt wurde. Da infolge der leich- 
ten Oxydationsfihigkeit der Mesobilirubinogene die Methode des 
Mischschmelzpunktes keine Gewihr fiir sichere Identifizierung bot, 
‘wurde erstmals das Réntgendiagramm nach Debye-Scherrer 


zur Identifizierung in der Gallenfarbstoffreihe herangezogen. Wih- 
rend die Unterschiede zwischen den isomeren Leukoverbindungen- 


XII, @ und -[X,@ vom Standpunkt der iiblichen Identifizierungs- 


methoden nur sehr undeutliche sind, sind die Réntgendiagramme 
scharf unterschieden. Wie die Aufnahmen der Tafel II zeigen, 


}sind die Leukoverbindungen, aus Mesobiliviolin-XIII,« und aus 


Glaukobilin - XIII, « identisch, ebenso diejenigen aus Mesobili- 
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Damit ist dre Frage nach der Natur der Leukoverbindungey 


der Mesobilivioline geklirt. Es entstehen bei der Reduktion kein ® 
neuartigen Produkte, sondern die bekannten Mesobilirubinogene-1X, oF 
und -XIII, a. Dre Bezerchnung ,,Mesobilivriolinogen« (8S. 64) 


kommt damit in Fortfall. 

Mit der Leukoverbindung des Mesobiliviolins-1X, « rst gleich. 
zeitig erstmals auf synthetischem Wege das Mesobilirubinogen-1X, 
und damit das Urobtlinogen') hergestellt worden. 

Ks war nun interessant, die Kinwirkung anderer Hydrierung. 
mittel zu untersuchen. Nachdem beim Glaukobilin eine Reduktion de: 
ms-Briicke mit Zink—EKisessig méglich war (S. 67, Anm. 1), konnte 
dasselbe auch beim Mesobiliviolin erwartet werden. Tatsichlich ent- 
stand jedoch bei Kinwirkung von Zink—Hisessig auf den Mesobili- 
violin-XITI, «-dimethylester der Mesobilirubin-X III, «-dimethylester, 
Es ist somit zwar eine Reduktion der ms-Briicke eingetreten, jedoch 
fand gleichzeitig unter der Kinwirkung des Hisessigs (bei Anwesen- 
heit von Luftsauerstoff) eine Dehydrierung an der y-CH, - Briick 
und dem Pyrrolkern IV statt. Die y-CH,-Gruppe des jedenfalk 
intermediir gebildeten Dihydromesobilirubin - XIII, e@ - dimethyl. 
esters”) wird also leicht von Hisessig—Luftsauerstoff dehydriert 

Anders verlauft die katalytische Reduktion des Mesobili- 
violin- XIII, «-dimethylesters. Mit PtO,—H, tritt bald Aufhellun; 
der violetten Lésung ein. Die Reduktion endet mit der Bildung de 
gelben Dihydromesobilirubins. Da leider nicht geniigend Mesobil 
violin-XIII, «-dimethylester zur Verfiigung stand, konnte eine Iso- 
lierung des Reduktionsproduktes bis jetzt noch nicht durchgefihr 
werden. Einwirkung von Gmelins Reagens auf das in Chlorofom 
ibergefiihrte Reduktionsprodukt ergab Mesobilirhodin. Dieses ent- 
steht auch bereits beim Stehen der Dihydromesobilirubinlésuny 
an der Luft. Die Riickbildung von Mesobiliviolin tritt nur in 
untergeordnetem Ma8e ein. Es ist also auch hier wieder die 
Bildung des Mesobilirhodins, die begiinstigte gegeniiber derjenige 
des Mesobiliviolins. Mesobilirhodin scheint eben die energie: 
irmere Form von beiden Bili-dienen darzustellen. 

In dem zuletzt geschilderten Vorgang liegt also eine einfach 
und bequeme Uberfiihrung von Mesobiliviolin in das Mesobili- 
rhodin vor. (Vgl. Formulerung XV III—XX). 

Um in die Stabilitat der y-CH,-Briicke Einblick zu gewinnen, 
wurde der Mesobiliviolin- XIII, «-dimethylester verschiedensten 


1) H. Fischer u. F. Meyer-Betz, Diese Z. 75, 232 (1911). 
*) H. Fischer u. H. Baumgartner, Diese Z. 216, 260 (1933). 
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Dehydrierungs- bzw. Oxydationsreaktionen unterworfen. Die am 
hiufigsten bei den Bilirubinoiden angewandte Oxydationsreaktion 
ist die Gmelinsche mit HNO,—HNO,. Da sie jedoch infolge 
ihres sehr komplizierten Verlaufes?) fir die vorzunehmende Unter- 
suchung wenig geeignet erschien, wurden vorerst andere Methoden 
Fengewandt. — Nachdem Dehydrierungsversuche mit Chinon und 









|_|) Vel. W. Siedel u. W. Fréwis, Z. angew. Chem. 52, 37 (1939); 
W. Siedel u. E. Grams, unverdffentlicht. 
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Methylenblau fehlgeschlagen waren und konzentrierte Schwefelsiuy, 
selbst in der Hitze keine sichtbare Verinderung bewirkte, wurde dig 
Dehydrierung katalytisch versucht. Aber weder mit PtO, noch 
mit Pd konnte ein Erfolg erzielt werden. Beim Erhitzen elner 
Benzollésung von Mesobiliviolin mit frischem PtO, (nach Adams) 
trat vdéllige Zerstérung ein. — Mit Selendioxyd in siedenden 
Ather wurde keine EKinwirkung beobachtet, in siedendem Xylal 
trat Zersetzung der Substanz und Aufhellung der Lésung ein, 

Erfolgreich war der Dehydrierungsversuch mit Ferrichlori( 
und Salzsiure in methanolischer Lésung. Es wird damit cine 
Dehydrierung zum Glaukobilin- XIII, a-dimethylester erzielt, also 
eine Dehydrierung an der y-CH,-Briicke und der Iminogrupye 
des Kerns IV. — Setzt man einen Tropfen Jodlésung zur Lisung 
des rotfluorescierenden Zinkkomplexsalzes des Mesobiliviolins zu, 
so beobachtet man Umschlag in Griinfluorescenz unter gleich. 
zeitiger Verschiebung der typischen Absorptionsbande vom Rot 
nach dem Blau. Mit Bromlésung wird dasselbe Ergebnis erzielt, 
Das Oxydationsprodukt gibt, nach Abspaltung des Zinks mittels 
Salzsiure und Uberfithrung in Chloroform, erneut mit Zinkacetat- 
lésung versetzt, eine griine Fluorescenz, ahnlich derjenigen des 
Urobilins. Allerdings ist die Absorptionsbande im Maximum nach 
513 my verschoben, gegeniiber dem Maximum der Urobilinbande, 
das bei 509 mu liegt. Die Bromoxydation quantitativ durchgefihri 
ergab den Verbrauch von 7,6, also rund 8 Mol Brom zur Oxy- 
dation eines Molekiils Mesobiliviolin- XIII, a-dimethylesters. 

Die gleiche Umsetzung konnte auch mit Bleitetracetat durch- 
gefiihrt werden, und zwar am besten in wasserfreiem Hisessig. 
Bei einem quantitativen Versuch wurde fast genau 1 Mol Bile:- 
tetracetat gebraucht, um zu erreichen, daB, wie die Fig. 3, 8.86 
zeigt, die breite Absorptionsbande des Mesobiliviolins (in konzeu- 
trierter Lésung) bei 604—493 my verschwindet und durch eine 
schmilere bei 519—458 mu ersetzt wird. Auch das so gewonnene, 
in neutraler Lésung gelbe Umwandlungsprodukt fluoresciert mit 
Zinkacetat griin. Das Maximum der dabei auftretenden scharfen 
Absorptionsbande liegt wiederum bei 512,5 mu. 

Diese Erscheinungen lassen sich bequem erklaren, wenn mat 
dem mit Brom oder Bleitetracetat erhaltenen Oxydationsprodukt 
die Formel des Urobilins zugrunde legt mit drei Pyrrol- und 
einem Pyrroleninkern. Die Methylenbritcke des Mesobiliviolins 
ist als y-Briicke erhalten geblieben, die a-Methinbriicke bat 
dagegen eine oxydative Umwandlung erfahren, so daB sie zur 
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‘ Verkettung der Kerne nur noch zwei einfache Valenzen betatigen 
kann. Im Hinblick auf die, Ergebnisse bei der Oxydation der 
Neoxanthobilirubinsdiure mittels Bleitetracetat, bei der die Methin- 
bricke in eine Ketogruppe und das Dipyrrylmethen somit in ein 
Dipyrrylketon, also in ein Oxoprodukt') verwandelt worden ist, 
dirfte auch hier eine Ahnliche Wirkung des Bleitetracetats zu 
erwarten sein. Das neue urobilinartige Oxydationsprodukt wird 
deshalb als ,,Oxo“-urobilin (X XI) bezeichnet, wobei die Frage nach 
der tatsichlichen Struktur der «-Briicke noch offen bleiben soll. 
(ber den Mechanismus dieser Briickenoxydation wird demniachst 
in groBerem Zusammenhang berichtet; Arbeiten dariiber sind auf 
breiter Basis im Gang. 


zu, Weist schon die Verschiebung der Absorptionsbande des Zink- 
sh. komplexsalzes der neuen Substanz gegeniiber derjenigen des Uro- 
‘ot Me bilins um 3—4 mw nach Rot darauf hin, daB ein zwar geringer, 
jt, / aber doch deutlicher Unterschied im Briickenskelett beider Bili- 
as rubinoide vorhanden sein muB, so konnte auch durch Oxydation 
t- / mit Ferrichlorid bewiesen werden, daB in dem Oxydationsprodukt 
es i als w-Briicke weder eine —CH- noch eine —CH,-Briicke fungiert. 
sh Im Gegensatz zum Mesobiliviolin und in vélliger Ubereinstimmung 
ef mit der Formulierung XXI entstand bei dieser FeCl,-Oxydation 
rt / kein Glaukobilin (XIII). Das an seiner Stelle gebildete Oxydations- 
'- IE produkt hatte dagegen groBe Ahnlichkeit mit dem Mesobilirhodin (X). 
Tatsichlich erhalt man auch, wenn man analog der bisher fest- 
gestellten Einwirkung des Ferrichlorids eine Dehydrierung an der 
y-CH,-Briicke annimmt, ein Bilirubinoid mit dem Grundgeriist 
des Mesobilirhodins, mit je zwei benachbarten Pyrrol- und Pyrrol- 
eninkernen, nur mit einer ,,Oxo“-Gruppe als Briicke an Stelle der 
—CH,-Gruppe. Dieses Produkt wire vorliufig als ,,0x0‘‘-meso- 
2 bilirhodin (-XIII,«) zu bezeichnen (Formel XXII). 


Die Gmelinsche Reaktion fiihrt beim Mesobiliviolin in der 

Hauptsache zu dem gleichen Resultat. Es tritt bei dieser Um- 

B® setzung keine Dehydrierung der y-Methylengruppe ein, sondern 
nur eine Oxydation der «-Methingruppe. 


Die Pentdyopentreaktion ist bei den Mesobiliviolinen negativ. 
Ks tritt sofort véllige Zerstérung der Substanz ein, desgleichen 
auch schon bei EKinwirkung von 3°/,igem Hydroperoxyd auf eine 

| alkalische Lésung des Mesobiliviolins. 
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1 W. Siedel u. H. Méller, Diese Z. 259, 113 (1939). 
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Zum Schlusse sei noch auf eine auffallige Erscheinung bg 
den Mesobiliviolinen eingegangen. Werden urspriinglich villig 
reine einheitliche Praparate von synthetischen und analytischey 
Mesobiliviolin-dimethylestern bzw. Mesobiliviolinen (-[X,« oder 
-XIII,a) nach einiger Zeit Lagerns (etwa nach einem Monat) 
erneut der chromatographischen Adsorptionsanalyse unterworfen, 
so zeigt sich ein Teil der Substanz als verandert. Wie in der 
Fig. 4, S. 88 dargestellt ist, kénnen zwei neue Farbstoffe voy 
dem Mesobiliviolin abgetrennt werden. Im oberen Teil der 
Al,O,-Saule haftet sehr fest ein brauner Farbstoff, in der Zone 
darunter befindet sich ein orangegelber. Beim Eluieren der braunen 
Schicht mit Methanol erhalt man eine rote, ins Braune tingierende 
Lésung. Versuche zur Krystallisation der Substanz schlugen bis 
jetzt fehl, trotz mehrfach vorgenommener chromatographischer 
Reinigung. Allerdings waren auch die in den Versuchen ein- 
setzbaren Mengen sehr gering. — Daf in der neuen Substanz 
zweifellos ein vierkerniges Produkt, also noch ein Bilirubinoid 
vorliegt, ergab die Reduktion mit Natriumamalgam. Sie fiihrte 
zu einem Mesobilirubinogen. Besonders auffallig an dem Farb- 
stoff ist, daB er in Form seines Zinkkomplexsalzes rot fluoresciert 
wie das Mesobiliviolin. Wiahrend aber bei dem letzteren die 
methanolische Liésung des Zinkkomplexsalzes in der Durchsicht 
blau ist, ist die des neuen Farbstoffs griin. Spektroskopisch be- 
steht bei den Zinkkomplexsalzen fast Identitait; die Absorptions- 
bande des neuen Produktes ist nur um 2 my nach den langeren 
Wellen verschoben. Die neue Substanz bildet auch ein Hydro- 
chlorid, und zwar unter Farbvertiefung nach Rotviolett, ahnlich 
dem Mesobiliviolin. 

Wie die bisherigen Erfahrungen lehren, ist fiir den Charakter 
eines Gallenfarbstoffs die Art des Briickenskeletts in erster Linie 
maBgebend, in zweiter Linie dann die Anlage der Doppelbindungen 
in den Ringen. Wenn so das neue Bilirubinoid dem Mesobili- 
violin weitestgehend gleicht, mu8 es ihm auch strukturell sebr 
nahe stehen. Wir schlagen deshalb fiir das Umwandlungsprodukt 
die Bezeichnung ,,Pseudomesobiliviolin: (= w-Mesobiliviolin) vor. 

Um naheren Einblick in die Struktur des w-Mesobiliviolins zu 
erlangen, wurde bei dem von dem Mesobiliviolin-XTII, «-dimethyl- 
ester abgetrennten y-Isomeren-XIII,« neben der Amalgamreduktion 
auch die Reduktion mit Zink—Hisessig vorgenommen. Sie fiihrte 
zum Mesobilirubin, in volliger Analogie zur entsprechenden Reduk- 
tion des Mesobiliviolins. Abweichend aber verhielt es sich bei der 
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- bei FOxydation mit Ferrichlorid—Salzsiure. Hierbei entstand keine Spur 
Ollig von Glaukobilin, sondern es trat vollstandige Zersetzung zu 
chen Hefarblosen Verbindungen ein. Dagegen verhielt sich der w-Meso- 





piliviolin-dimethylester bei der Bleitetracetatoxydation ganz wie 
jas Mesobiliviolin und ergab wieder das ,,Oxo“-urobilin (-dimethyl- 







nat) 
fen, Meester) mit der Absorptionsbande bei 513 my. Auf Grund dieser 
der Ergebnisse ist man zu der Annahme gezwungen, daB in dem Molekiil 





es Mesobiliviolins (in diesem Falle des Mesobiliviolin-XIII, «- 
dimethylesters) eine Anderung eingetreten ist, dahingehend, dab 
trotz Erhaltung des Briickenskeletts zwar noch eine Bildung der 
Leukoverbindung méglich, eine Dehydrierung zum Glaukobilin- 









nde [typ aber nicht mehr méglich ist. Die Formeln XI und XII 
bis ferfillen beide diese Forderungen. Formel XI stellt ein Isomeres 
her zum Mesobiliviolin dar, bei dem eine verhiltnismabig weitgehende 





Anderung eingetreten ist. Unter Wanderung eines Protons von 
Kern II nach I ist hier der Kern I ein Pyrrolkern geworden. 
Ring II hat dabei die Pyrroleninform angenommen. Im Hinblick 
uf das 8. 71 geschilderte Verhalten des Iso-mesobiliviolins ist 
ine derartige Umlagerung denkbar; denn auch raumlich ist die 
leiche Méglichkeit zu einer Scherenbindung und spiteren Iso- 
merisierung gegeben. An sich kénnte das Produkt auch direkt 
ht (aus dem Urobilin bei der Gewinnung des Mesobiliviolins, und zwar 
e- Feauf dem 8.68 angedeutetem Wege c) entstehen. (Versuche dariiber 
s- [sind noch im Gange.) Eine Oxydation der durch Formel XI 
en |wiedergegebenen Substanz zum Glaukobilin ist nur méglich, wenn 
o- edie Wanderung des Protons riickgingig gemacht werden kénnte. 
' Noch zwangloser lassen sich die Verhiltnisse erkliren, wenn 
man fiir das w-Mesobiliviolin die in Formel XII skizzierte Struk- 
tur annimmt. Hier ist das Geriist des Mesobiliviolins nur wenig 
erindert, es hatte lediglich am Kern I ein Ubergang von der 
Lactim- in die Lactamform stattgefunden. Kine Reduktion zur 
Leukoverbindung diirfte auch bei diesem Produkt noch leicht 
méglich sein, ebenso ist die Zerstérung des Molekiils bei der 
'eCl,-Oxydation, beginnend mit der Abspaltung des Methyl-athyl- 
, Maleinimid-Ringes, verstandlich. ,,Oxo“-urobilin-Bildung ist bei 
u @eiden Formen miéglich. Somit seien fir das w-Mesobiliviolin 
-XIII, bzw. -1X,«) beide Formeln zur Diskussion gestellt. Uber 
weitere Untersuchungen wird in Kiirze berichtet, ebenso iiber das 
Zweite orangegelbe Umwandlungsprodukt des Mesobiliviolins. 

Wie anfangs gesagt, wurden auch die bilirubinoiden Farb- 
stoffe der Rotalgen mit dem Mesobiliviolin in Beziehung gebracht. 
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Zum Schlusse sei noch auf eine auffallige Erscheinung bg 
den Mesobiliviolinen eingegangen. Werden urspriinglich Vollig 
reine einheitliche Praparate von synthetischen und analytischey 
Mesobiliviolin-dimethylestern bzw. Mesobiliviolinen (-IX,@ oder 
-XIII,«@) nach einiger Zeit Lagerns (etwa nach einem Monat) 
erneut der chromatographischen Adsorptionsanalyse unterworfen, 
so zeigt sich ein Teil der Substanz als veraindert. Wie in der 
Fig. 4, S. 88 dargestellt ist, kénnen zwei neue Farbstoffe yoy 
dem Mesobiliviolin abgetrennt werden. Im oberen Teil der 
Al,O,-Saule haftet sehr fest ein brauner Farbstoff, in der Zone 
darunter befindet sich ein orangegelber. Beim Eluieren der braunen 
Schicht mit Methanol erhalt man eine rote, ins Braune tingierende 
Lésung. Versuche zur Krystallisation der Substanz schlugen bis 
jetzt fehl, trotz mehrfach vorgenommener chromatographischer 
Reinigung. Allerdings waren auch die in den Versuchen ein- 
setzbaren Mengen sehr gering. — Daf in der neuen Substanz 
zweifellos ein vierkerniges Produkt, also noch ein Bilirubinoid 
vorliegt, ergab die Reduktion mit Natriumamalgam. Sie fihrte 
za einem Mesobilirubinogen. Besonders auffallig an dem Farb- 
stoff ist, daB er in Form seines Zinkkomplexsalzes rot fluoresciert 
wie das Mesobiliviolin. Wéahrend aber bei dem letzteren die 
methanolische Liésung des Zinkkomplexsalzes in der Durchsicht 
blau ist, ist die des neuen Farbstofis griin. Spektroskopisch be- 
steht bei den Zinkkomplexsalzen fast Identitat; die Absorptions- 
bande des neuen Produktes ist nur um 2 my nach den langeren 
Wellen verschoben. Die neue Substanz bildet auch ein Hydro- 
chlorid, und zwar unter Farbvertiefung nach Rotviolett, ahnlich 
dem Mesobiliviolin. 

Wie die bisherigen Erfahrungen lehren, ist fir den Charakter 
eines Gallenfarbstoffs die Art des Briickenskeletts in erster Linie 
maBgebend, in zweiter Linie dann die Anlage der Doppelbindungen 
in den Ringen. Wenn so das neue Bilirubinoid dem Mesobili- 
violin weitestgehend gleicht, mu8 es ihm auch strukturell sehr 
nahe stehen. Wir schlagen deshalb fir das Umwandlungsprodukt 
die Bezeichnung ,,Pseudomesobiliviolin: ( = w-Mesobiliviolin) vor. 

Um naheren Einblick in die Struktur des w-Mesobiliviolins zu 
erlangen, wurde bei dem von dem Mesobiliviolin- XIII, «-dimethyl- 
ester abgetrennten y-Isomeren-XIII,« neben der Amalgamreduktion 
auch die Reduktion mit Zink—Kisessig vorgenommen. Sie fihrte 
zam Mesobilirubin, in vélliger Analogie zur entsprechenden Reduk- 
tion des Mesobiliviolins. Abweichend aber verhielt es sich bei der 
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Qxydation mit }errichlorid—Salzsaure. Hierbei entstand keine Spur 
on Glaukobilin, sondern es trat vollstindige Zersetzung zu 
farblosen Verbindungen ein. Dagegen verhielt sich der yw-Meso- 
jiliviolin-dimethylester bei der Bleitetracetatoxydation ganz wie 
das Mesobiliviolin und ergab wieder das ,,Oxo“-urobilin (-dimethyl- 
ester) mit der Absorptionsbande bei 513 my. Auf Grund dieser 
Ergebnisse ist man zu der Annahme gezwungen, daB in dem Molekiil 
jes Mesobiliviolins (in diesem Falle des Mesobiliviolin-XIII, a- 
dimethylesters) eine Anderung eingetreten ist, dahingehend, dab 
trotz Erhaltung des Briickenskeletts zwar noch eine Bildung der 
1» MLeukoverbindung médglich, eine Dehydrierung zum Glaukobilin- 
le typ aber nicht mehr méglich ist. Die Formeln XI und XII 
ig (merfillen beide diese Forderungen. Formel XI stellt ein Isomeres 
r fgzum Mesobiliviolin dar, bei dem eine verhaltnismifig weitgehende 
. Minderung eingetreten ist. Unter Wanderung eines Protons von 
z Mxern II nach I ist hier der Kern I ein Pyrrolkern geworden. 
d MRing II hat dabei die Pyrroleninform angenommen. Im Hinblick 
e Mauf das S. 71 geschilderte Verhalten des Iso-mesobiliviolins ist 
. Bcine derartige Umlagerung denkbar; denn auch raumlich ist die 
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sleiche Méglichkeit zu einer Scherenbindung und spiteren Iso- 
merisierung gegeben. An sich kénnte das Produkt auch direkt 
aus dem Urobilin bei der Gewinnung des Mesobiliviolins, und zwar 
auf dem 8.68 angedeutetem Wege c) entstehen. (Versuche dariiber 
. Hisind noch im Gange.) Eine Oxydation der durch Formel XI 
| BBviedergegebenen Substanz zum Glaukobilin ist nur méglich, wenn 
die Wanderung des Protons riickgingig gemacht werden kénnte. 
Noch zwangloser lassen sich die Verhiltnisse erkliren, wenn 
man fiir das w-Mesobiliviolin die in Formel XII skizzierte Struk- 
tr annimmt. Hier ist das Geriist des Mesobiliviolins nur wenig 
verindert, es hatte lediglich am Kern I ein Ubergang von der 
lactim- in die Lactamform stattgefunden. Eine Reduktion zur 
Leukoverbindung diirfte auch bei diesem Produkt noch leicht 
néglich sein, ebenso ist die Zerstérung des Molekiils bei der 
FeCl,-Oxydation, beginnend mit der Abspaltung des Methyl-athyl- 
naleinimid-Ringes, verstindlich. ,,Oxo“-urobilin-Bildung ist bei 
biden Formen mdglich. Somit seien fir das w-Mesobiliviolin 
-XII, @ bzw. -[X,e) beide Formeln zur Diskussion gestellt. Uber 
weitere Untersuchungen wird in Kiirze berichtet, ebenso iiber das 
iweite orangegelbe Umwandlungsprodukt des Mesobiliviolins. 
Wie anfangs gesagt, wurden auch die bilirubinoiden Farb- 
toffe der Rotalgen mit dem Mesobiliviolin in Beziehung gebracht. 
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Wir haben die Versuche tiber das Mesobilicyanin und Mesobilj. 
erythrin aufgenommen und werden dariiber gesondert berichten, 


Wir gestatten uns, auch an dieser Stelle der Direktion de; 
Werkes Ludwigshafen der L.G.Farbenindustrie A.-G. unser 
warmsten Dank auszusprechen fiir freundliche Unterstiitzung und 
wertvolle Anregungen bei der Hinfiihrung der Réntgen-Identi- 
fizierung in die Pyrrolchemie. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wi 
verbindlichst fir die Uberlassung einer Réntgenanlage. 


Ebenso danken wir dem ,,Bund der Freunde der Tech- 
nischen Hochschule Minchen“ fir die Bereitstellung you 
Mitteln fiir diese Untersuchungen. 


Versuche 


Mesobiliviolin - XIII, «-dimethylester = 1’,8’- Dioxy-1,3, 6,8 - tetra. 
methyl -2,7-diathyl - bili-dien-(2’«, ms-5’) -4,5-dipropionsaure - dimethyl. 
ester. 440 mg Formyl-neoxanthobilirubinsiure werden zusammen mit 400 mg 
Neobilirubinséure in 75 cem Methanol gelést. Unter gleichzeitigem Einleiten 
von sauerstoff-freiem Stickstoff werden 30 cem 48°/,ige Bromwasserstoffsiure 
zugefiigt. Die Lésung firbt sich sofort tiefviolett. Die Kondensation wird 
durch 3-Minuten langes Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad unter Stick- 
stoff vollendet. Das Reaktionsgemisch wird dann in 1 Liter Chloroform 
eingetragen. Die gesamte Lésung wird hierauf mit etwa 500 cem Wasser 
durechgeschiittelt. Das hierbei in die wibrige Schicht iibergegangene Meso- 
biliviolin wird wieder mit Chloroform ausgezogen. Die vereinigten Chloro- 


formausziige werden dann mindestens 2mal mit 1°/,igem Ammoniak 
durchgeschiittelt, um den unveresterten Anteil, der etwa 5°/, ausmacht. 
abzutrennen. Hierauf wird 3—4mal mit Wasser gewaschen und durel 


Filtrieren getrocknet. Die Chloroformlésung wird dann unter Einleiten yon 
Stickstoff durch die Capillare im Vakuum “auf etwa 20—30 cem eingeengt. 
Die so erhaltene konzentrierte Liésung des Mesobiliviolins wird an eine 
mit Ather (destilliert iiber Aktivkohle) getriinkte Siule von Aluminiumoxyd' 
(Liinge 50 em, Durchmesser 4 cm) adsorbiert. Mit einem Chloroform- Ather- 
Gemisch 1:3 wird dann das Chromatogramm entwickelt. Hierbei wird das 
durch Oxydation entstandene Mesobilipurpurin vollstindig abgetrennt, ebens0 
die Hauptmenge des gebildeten Glaukobilins. Durch nachfolgende Ent- 
wicklung mit einem Chloroform-Athergemisch 1:2 wird die Trennung ver- 
vollstiindigt. Es bildet sich das nebenstehende Chromatogramm aus. Die 
violette Zone des Aluminiumoxyds wird auf der Nutsche mit heibem 
Methanol eluiert. Von Zeit zu Zeit wird das Aluminiumoxyd mit etwas 
Wasser benetzt, wodureh die Haftfestigkeit des Farbstoffs verringert wird. 


') Bei allen in dieser Untersuchung vorgenommenen chromatographischen 
Trennungen wurde das Aluminiumoxyd der Firma Merck, standardisert 
nach Brockmann benutat. 
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Uber Mesobilivioline 


Die Methanollésung wird dann in 3—4 Liter peroxydfreien Ather gegossen. 
Diese Atherlésung wird mit 1 Liter Wasser, hierauf mit 1°/,iger Ammoniak- 
lisung, dann wieder mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet 


braun: Mesobilirhodin 


violett: Mesobiliviolin 


blau: Glaukobilin 
rot: Mesobilipurpurin 





und auf 200 cem eingeengt. Nach erneutem Trockenfiltrieren wird weiter 
auf 20 cem eingeengt. 
Nach etwa 2 tigigem Stehen dieser Lésung scheidet sich eine kleine 


| Menge Glaukobilinester krystallisiert ab. Nach Abfiltrieren desselben wird die 


Lésung unter mehrfachem Versetzen mit reinstem Ather eindunsten gelassen. 
Nach etwa einem Tag krystallisiert der Mesobiliviolin-XIII, «-dimethylester 
in schrig abgeschnittenen roten Prismen aus. Goldener Oberflichenglanz. 
Ausbeute 20 mg. . 

Schmelzp. 164° (korr.) (mittels latinas eoaeny nach Kofler- 
Hilbck.) Der Ester ist in Petrolither unléslich, in Ather wenig léslich, 
in den meisten organischen Lésungsmitteln jedoch leicht léslich. 


Zur Analyse wurde durch Extraktion mit Ather gereinigt. 


3,760 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.), 9,41 mg CO,; 2,404 mg H,O. — 
3,485 mg Subst.: 0,294 cem N (20°, 720 mm). 


C,,H,,O,N, (616,3) Ber. C 68,14 H 7,19 N 9,09 
Gef. ,, 68,25 = dane - Ses 
Spektrum: a) in Chloroform oder Methanol: I. (sehr diffuse Bande) 
092...577—565...544; End.-Abs. 400 mu. 
572,5 
572, 


s 5323 


b) in Ather: I. (sehr diffuse Bande) 592... 580—552 
r ae 
End.-Abs. 400 mu. 567 
Hydrochlorid: Versetzt man eine Lésung von Mesobiliviolin-XIII, «- 
dimethylester mit verdiinnter Salzsiure, so tritt Umschlag der Farbe nach 
Blauviolett ein (im Tageslicht mehr blau, im kiinstlichen Licht mehr violett). 


Spektrum: a) in Chloroform: I. (verwaschene Doppelbande) 628... 
624—590 . . . 570—547; End.-Abs. 393 mu. 
608 558 
b) in Methanol oder Ather: I. (verwaschene Doppelbande) 613... 
607—583 .. . 570—534 .. . 530; End-Abs. 205 mu. 
ee pan —— 
595 D054 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 6 
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Das Spektrum des salzsauren Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylesters jst 
also in Chloroform nach Rot verschoben gegeniiber dem der iAtherischey 
Lésung. Aus der iitherischen Liésung kann der Dimethylester schon mit 
1°/,iger Salzsiiure ausgezogen werden, aus einer Chloroformlésung nicht. 
auch nicht mit stirkerer Siure. Die wiibrige 1°/, HCl enthaltene Loésung 
besitzt das Spektrum: | 


613... 607—583...562—534...530 (Doppelbande); End-Abs. 407. 
592 550 
592 Bf 


Pentdyopentreaktion. Mesobiliviolin- XIII, e-dimethylester wird 
in Methanol gelést und mit 2n-Natronlauge leicht erwirmt. Es entsteht eine 
violette infolge der Schwerléslichkeit des Na-Salzes leicht tribe Lisung 
mit einer diffusen Absorptionsbande bei 615—540 mu. Wird dann mit 
Na,§,O, versetzt, so tritt véllige Zerstérung der Substanz und Aufhellung 
der Lésung ein. Zusatz von 3°/,igem Hydroperoxyd zur alkalischen Lisung 
und schwaches Erwiirmen bewirken ebenfalls restlose.Zersetzung. 


Gmelinsche Reaktion. Wird eine Chloroformlésung von Meso- 
biliviolin-dimethylester mit Gmelins Reagens versetzt, so tritt nach kurzer 
Zeit eine Aufhellung der violetten Lésung ein. Das Reaktionsprodukt zeigt, 
neutral gewaschen, eine gelbe Farbe und gibt mit alkoholischer Zinkacetat. 
lésung eine griine Fluorescenz mit einer Absorptionsbande mit dem Maximum 
bei 513 mu. Es liegt also das ,,Oxo-urobilin“ vor (vgl. S. 86). 

Zinkkomplexsalz. Eine absolut alkoholische Zinkacetatlésung wird 
mit einigen Tropfen einer neutralen Lésung von Mesobiliviolin-XIII, e- 
dimethylester versetzt. Die Lésung nimmt dann eine in der Durchsicht 
blaue Farbe an und zeigt eine intensiv rote Fluorescenz. 


Spektrum: I. 639,3—622,5; II. (sehr sehwach) 585—566; End-Abs. 393. 


629,5 





Das Zinkkomplexsalz wird durch Zusatz von verdiinnter Salzsiiure 
zerlegt. Dabei wird das urspriingliche Mesobiliviolin wieder erhalten. 

Umsetzung mit Kupferacetat. Bei Zusatz von einigen Tropfen 
einer Lisung von Cu-Acetat in Methanol zu einer Lésung von Mesobili- 
violin-XIII, «-dimethylester in Chloroform tritt Umschlag der violetten Farbe 
iiber Griin nach Blau ein. Fluorescenz tritt nicht auf. Spektrum der 
Lésung: 


I. 666... 656—633 ... 
644 


623,8; II. (Schatten) 592... 571,3; 
End.-Abs. 396 mu. 


Mesobiliviolin-XIII, o-dimethylester-hydrochlorid = 1’,8’-Dioxy- 
1,3,6,8- tetramethyl -2,7 - diathyl - bili - dien -(2’«, ms -5’)-4,5 -dipropion- 
sdure-dimethylester-hydrochlorid. 50 mg Mesobiliviolin-XIII, «-dimethyl- 
ester werden mit absolutem Ather aus der Hiilse extrahiert. In die Ather- 
lésung, die auf ungefihr 1 Liter gebracht wird, leitet man trockene Chlor- 
wasserstoffsiure ein, bis die violette Farbe nach Blauviolett umschligt. 
Dann wird unter Stickstoff bei FeuchtigkeitsausschluB eingeengt. Bereits 
hierbei krystallisiert das Monohydrochlorid analysenrein an der Kolben- 
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' wand aus. Hexagonale, blau durchscheinende Tafeln mit griinem Ober- 


fiichenglanz. Schmelzpunkt (Mikroskop) 170°. 
2,930 mg Subst. (bei 50° i, V. getr.): 0,531 mg AgCl. 
C,3H,,0,N,.HCl (652,76) Ber. Cl 5,44 xef. Cl 4,48. 


Spektrum in Ather: I. (sehr verwaschene Doppelbande) 620—595. . . 
606 
580—548; End-Abs. 387 mu. (Weinrote Fluorescenz), 
——_ 
566 

Mesobiliviolin-IX, «-dimethylester (synthetisch) = 1’,8’ - Dioxy- 
13,6,7-tetramethyl-2,8-didthy]l-bili-dien-(2’«,ms-5’)-4,5-dipropionsaure- 
dimethylester. 440 mg Formyl]-neoxanthobilirubinsdure werden mit 400 mg 
Iso-neobilirubinsiiure wie §S. 80 angegeben kondensiert. Das Reaktions- 
produkt wird dann gleichfalls itiber Chloroform aufgearbeitet und anschlieBend 
der chromatographischen Adsorptionsanalyse unterworfen. Der so gereinigte 
Mesobiliviolin-[X, o-dimethylester wird hierauf in Ather iiberfiihrt. Aus der 
bis auf etwa 30 cem eingeengten Atherlésung krystallisiert in den ersten 
Tagen des Stehens nur etwas Glaukobilin-dimethylester aus. Eine einwand- 
freie Krystallisation des Mesobiliviolinesters konnte nicht erzielt werden. 
Es schieden sich nur einige kleine gebogene Krystiillchen ab. 


Allgemein zeigt der unsymmetrische Mesobiliviolin-dimethylester die 
gleichen Eigenschaften wie der symmetrische (-XIII, «). Er bildet ebenfalls 
ein Hydrochlorid mit einer in Chloroformlésung (im Tageslicht) blauen, 
etwas ins Violette gehenden Farbe. Spektroskopisch besteht mit dem sym- 
metrischen Bilirubinoid véllige Ubereinstimmung, sowohl in neutraler wie 
in saurer Lésung und beim Zinkkomplexsalz. Auch in der Pentdyopent- 
reaktion und im Gmelinschen Test verhilt er sich gleichartig. Somit 
gelten alle spektroskopischen Daten (S. 81 u. 82) des Mesobiliviolin-XIII, e- 


| dimethylesters auch fiir das Isomere-IX, «. 


Mesobiliviolin-IX, o-dimethylester-hydrochlorid. Darstellung wie 
bei dem Isomeren-XIII, «. Krystallisiert in kleinen derben Prismen, die 
vielfach zu Konglomeraten verbacken sind. Schmelzp. 165° (korr., Mikroskop). 


Mesobiliviolin-IX, «-dimethylester (analytisch). 0,5 g Mesobili- 
rubinogen (aus Bilirubin durch Reduktion mit Natriumamalgam gewonnen) 
werden in 50 cem Methanol unter Zusatz von 7 cem 25°/, iger Salzsiure und 1,2 g 
Ferrichlorid 15 Minuten lang zum Sieden erhitzt. AuBer der Oxydation tritt 
gleichzeitig fast véllige Veresterung ein. Das Reaktionsgemisch wird dann 
in 2 Liter Chloroform gegossen. Nach Ausziehen der anorganischen Bei- 
mischungen aus der Chloroformlésung mittels Wasser wird der unveresterte 
Anteil mit 2°/,iger Sodalésung herausgeschiittelt. Hierauf wird die Chloro- 
formlésung alkalifrei gewaschen und durch Filtrieren getrocknet. Nach dem 
Einengen wird an einer mit Ather getrinkten Siule von Aluminiumoxyd 
adsorbiert. Man entwickelt zuerst das Chromatogramm mit einem Chloro- 


| form-Ather-Gemisch 1:6 und spiiter 1:3. Dabei entsteht das nachstehende 


Chromatogramm. Der Anteil, der den Mesobiliviolin-[X, «-dimethylester 
enthaélt, wird noch 2mal wie vorher chromatographiert. Die Aufarbeitung 
wird dann wie bei dem synthetischen Isomeren- XIII, « (S. 80) weitergefiihrt. 
6* 





84 Walter Siedel und Hans Mller, 


Krystallisationsversuche blieben wie bei dem Isomeren-IX, « bis jetzt ergebnis. 
los. — Bei diesem analytischen Mesobiliviolin-dimethylester besteht mit dey 
Isomeren-LX, @ und dem Isomeren-XIII, « vdllige Ubereinstimmung in allen 
Eigenschaften und Reaktionen wie auch hinsichtlich der spektroskopischep 
Erscheinungen sowohl bei dem freien Farbstoff wie bei seinem Hydrochlorid 


braun: Urobilin- + Mesobilirhodinester 


violett: Mesobiliviolinester 














" orange: 
=—-=4 blau: Glaukobilinester 
rot: Mesobilipurpurinester 
Fig. 2 
und Zinkkomplexsalz. — Auch im Mischchromatogramm kanh zwischen dem 


synthetischen Isomeren-IX,a@ und dem analytischen Mesobiliviolin-dimethy!- | 


ester keine Trennung erzielt werden. 


Mesobiliviolin-IX, «-dimethylester-hydrochlorid (analytisch). In 
eine absolut atherische Liésung von analytischem Mesobiliviolin-dimethyl- 
ester wird, wie S. 82 fiir das Mesobiliviolin- XIII, angegeben, trockene 
Chlorwasserstoffsiure eingeleitet. Nach der analogen Aufarbeitung wird 
das Hydrochlorid in kleinen, derben Plittchen erhalten, die hiufig biischlig 
verwachsen sind. Sie scheinen im polarisierten Licht griin durch und be- 
sitzen eine gerade Ausléschung. Schmelzp. 150—160°, Mischschmelzpunkt 
mit synthetischem Material (Schmelzp. 165°)=150°, also keine Depression. 


Reduktion der Mesobilivioline 


Reduktion von Mesobiliviolin-XIII, o-dimethylester. — a) Re- 
duktion mit Natriumamalgam: Mesobilirubinogen-XIII,a. Eine 
Lésung von 30 mg Mesobiliviolin-XIII, «-dimethylester in 20 cem Methanol 
wird nach Zusatz von 5 cem Wasser mit 5 g 5°/,igem Natriumamalgam in 
einer Flasche mit aufgesetzter Capillare geschiittelt. Die Lésung hellt sich 
nach 5 Minuten auf. Nach 40 Minuten ist die Hydrierung beendet. Der Ester 
wird hierbei verseift. Die alkalische Lisung wird mit 15 eem Wasser ver- 
diinnt, kurz mit Chloroform ausgezogen und schlieBlich unter Ausschiitteln 
mit Chloroform mit 2n-H,SO, schwach kongosauer gemacht. Es wird dann 
noch etwa 3mal mit Chloroform ausgezogen. Die vereinigten Chloroform 
ausziige werden einmal mit wenig Wasser gewaschen, durch Filtrieren ge- 
trocknet und im Vakuum unter Stickstoff auf geringes Volumen eingeengt. 
Nach Zugabe etwa der 10fachen Menge Petrolithers flockt das sekundiir 
entstandene Urobilin als brauner Niederschlag aus. Nach Filtration der 
Chloroform—Petrolitherlésung und erneutem Einengen im Vakuum krystalli- 
sieren schlieBlich nach einigem Stehen lange farblose, schief abgeschnittene 
Prismen (= Mesobilirubinogen-XIII, «) aus. Die Ausléschung der Krystalle 
im polarisierten Licht ist eine gerade. Aus Essigester krystallisiert die 
Leukoverbindung in kKleinen Prismen. Die Krystalle sind an der Luft 
wesentlich bestindiger als diejenigen des Mesobilirubinogens-IX, a. Sie sind 
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Uber Mesobilivioline 


in Essigester leichter léslich als die Krystalle des unsymmetrischen Isomeren. 
Schmelzp. 205° (Mikroskop). Der Mischschmelzpunkt mit analytischem (un- 
symmetrischen) Mesobilirubinogen (Schmelzp. 200°) ist 195° (Mikroskop), 
zeigt also trotz der Nichtidentitit nur eine geringe Depression. — Im 


Réntgendiagramm nach Debye-Scherrer ist das Mesobilirubinogen-XIII, « 


jedoch scharf von dem analytischen Mesobilirubinogen-IX, « unterschieden 


a ist andererseits identisch mit dem Réntgendiagramm des aus Glauko- 


bilin-XIII, « erhaltenen Mesobilirubinogens. (Vgl. Tafel I)). 


b) Reduktion mit Zinkstaub-Eisessig: Mesobilirubin-XIII, «. 
10mg Mesobiliviolin-XIII, o-dimethylester werden in Eisessig mit etwa 
100—200 mg Zinkstaub erhitzt. Nach Umschlag der Farbe der Lésung in 
Gelb wird filtriert und in Chloroform gebracht. Die Chloroformlésung wird 
gut gewaschen und eingeengt. Sie enthilt den Mesobilirubin-XIII, a-dime- 
thylester, nachweisbar an der positiven Gmelinschen Reaktion (iiber die Farb- 
stufen gelb, griin, blau, violett, rot, gelb) mit HNO,-HNO, bzw. Pb(OOCCH,),. 

- Nach Ersatz des Chloroforms durch Methanol und Einleiten von Chlor- 
wasserstofisiure in die methanolische Lésung tritt nach kurzer Zeit die 
Krystallisation der orangeroten zugespitzten Nadeln des Mesobilirubin- 
XIII, a-dimethylester-dihydrochlorids (Schmelzp. 238,5° korr.) ein. 

e) Katalytische Reduktion mit PtO,-H,: Dihydromesobili- 
rubin (XIX). 10 mg Mesobiliviolin-XIII, a- dimethylester werden in 10 cem 
Methanol gelést und mit PtO, (nach Adams) als Katalysator in der Schiittel- 
ente reduziert. Nach mehrstiindigem Schiitteln tritt Umschlag der violetten 
Farbe der Lésung nach Orangegelb ein. Es hat sich Dihydromesobilirubin- 
XIII, a-dimethylester gebildet. In Chloroform iibergefiihrt, zeigt die Sub- 
stanz keine Gmelinsche Reaktion mehr, sondern nur eine Farbvertiefung 
nach Rot. — Wird die so erhaltene rotbraune Lésung sofort neutralisiert 
und mit Wasser gewaschen, so gibt sie mit Zinkacetat in absol. alkoholi- 
scher Lésung die Fluorescenz des Mesobilirhodins'). —- Ebenso tritt beim 
Stehen der Dihydromesobilirubin-Liésung an der Luft Oxydation zum Meso- 
bilirhodin ein. 


Reduktion des Mesobiliviolins-IX, « zn Mesobilirubinogen-IX, «. 
Die Reduktion des Mesobiliviolin-[X, o-dimethylesters mit Natriumamalgam 
sowie die Aufarbeitung wird wie bei dem Isomeren-XIII, a (S. 84) durch- 
gefiihrt. Die so erhaltene Leukoverbindung des Mesobiliviolins-[X, « wird 
in Essigester gelést und mit der 5fachen Menge Petrolither versetzt. 
Nachdem von ausgeschiedenen braunen Flocken abfiltriert ist, wird das 


| Filtrat im Vakuum eingeengt. Nach kurzem Kiihlen kleine derbe Krystalle, 


Schmelzp. 195—-200° (Mikroskop). Vor dem Schmelzen tritt Orangefiirbung 
(wahrscheinlich Urobilinbildung) ein. Der Mischschmelzpunkt mit analytischem 
Mesobilirubinogen aus Bilirubin (Schmelzp. 200—205°) liegt bei 195—202°, 
zeigt also keine Depression. Die Réntgendiagramme beider Verbindungen 
(vgl. Tafel II) sind identisch. Ebenso ist das aus dem synthetischen Produkt 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in alkoholischer Lésung erhaltene in Lé- 


| sung rote Kondensationsprodukt spektroskopisch identisch mit dem ent- 


sprechenden Produkt des analytischen Mesobilirubinogens. Spektrum: 


518... 515 — 454; End-Abs. 427 mu. 





) W. Siedel, Diese Z. 287, 33 (1935). 
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Oxydation des Mesobiliviolin-XIII, «-dimethylesters. — a) (x,. 
dation mit Ferrichlorid: Glaukobilin- XIII, @-dimethylester. 
Die methanolische Lésung von Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylester wird yj 
einem UberschuB von festem Ferrichlorid und einigen cem 25°), iger Saly. 
siiure 10—15 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Es tritt eine 
Ausscheidung von Glaukobilinhydrochlorid ein. Dann wird iiber Chloroforn. 
Wasser aufgearbeitet. Nach Durchschiitteln mit Natriumacetatlésung erhilt 
man eine neutrale blaue Lésung. Die chromatographische Adsorptions. 
analyse zeigt, daB in der Hauptsache Glaukobilin-dimethylester (-XIII, «) 
vorliegt, neben nur wenig nicht umgesetztem Mesobiliviolin-dimethylester. 


b) Oxydation mit Brom: ,,Oxo‘-urobilin-XIII, a-dimethy|- 
ester. 0,83 mg Mesobiliviolin-XIII, e-dimethylester werden in einer metha- 
nolischen Liésung mit einer absolut alkoholischen Zinkacetatlésung versetzt. 
Dann wird aus einer Biirette eine Lésung yon Brom in Chloroform (ent. 
haltend 1 mg Brom pro 1 cem) zuflieBen gelassen, bis die typische Bande 
des Zinkkomplexsalzes bei 629 mu verschwunden ist. Dabei tritt gleich- 
zeitig eine breite Bande im Blau auf. Daneben ist die Rotfiuorescenz in 
eine Griinfluorescenz tibergegangen. Es werden bei der Titration, deren 
Dauer etwa 10 Minuten betrigt, 1,6 cem Bromlésung (= 1,6 mg Brom) ge- 
braucht, entsprechend 7,6 Mol Brom. — Dann wird das Zinkkomplexsalz mit 
Salzsiiure zersetzt und das freie Bilirubinoid (= ,,Oxo‘-urobilin-XIII, e-di- 
methylester) in Chloroform iibergefiihrt. Es resultiert eine hellrote Lésung. 
die mit Zinkacetatlésung versetzt, griin fluoresciert; mit einer Absorptions- 
bande bei 518—508 mu. (Gegeniiber der Absorptionsbande des Urobilin- 


TT 


513 
dimethylesters (-IX,@ oder -XIII, «) bei 


514—503 mu ist sie um 4 mw nach 
wanna inane? 

509 
Rot verschoben. 

c) Oxydation mit Bleitetracetat: ,,Oxo*-urobilin-XIlla, -di- 
methylester. 1,03 mg Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylester werden in 
10 eem wasserfreiem Eisessig gelést. Dann wird, nach Erwiirmen der Eis- 
essiglésung auf etwa 60°, eine Lésung von Bleitetracetat in wasserfreiem 
Eisessig [enthaltend 1 mg Pb(OOCCH,), in 1 cem] aus einer Biirette zutropfen 


gelassen. Die breite a des Mesobiliviolin-XIII, a-dimethy!- 
esters bei 614... 604—493 ... 483 mu verschwindet dabei (Fig. 3) und wird 
ri 0 Om 























Fig. 3 


453 mu ersetzt. Ver- 
Berechnet: 





durch eine neue sehmiilere Bande bei 566...519 
braucht: 0,68 cem Bleitetracetatlésung = 0,68 mg Pb(OOCCH,),. 
0.73 mg Pb(OOCCH;), 

Nach Uberfihrang des Oxydationsproduktes (,,Oxo‘-urobilin-XIII, «- 
dimethylester) in Chloroform, erhailt man eine gelbe Lésung, die keine Ab- 
Die Substanz ist weniger bestiindig als Urobilin. Sie geht 


sorption zeigt. 
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yeim Erhitzen in Chloroform-Eisessig in ein neues Derivat iiber. — Re- 


duktion: Der ,,Oxo‘-urobilin-XIII, @-dimethylester wird in Methanol mit 
Natriumamalgam geschiittelt. Es tritt vollstiindige Aufhellung ein. Mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd tritt entsprechend dem Mesobilirubinogen erst 
(ielbfirbung eae 518...515—454) ein, beim Erwirmen Rot- 


firbung (Absorption: I. 582. , 575—B41 ... 521; IL. 504—486; End-Abs. 
{27 mu). wes 


Oxydation. ,,Oxo‘-urobilin-XIII, «-dimethylester wird in methanoli- 
scher Lisung mit FeCl, + 25 °/, iger HCl erhitzt. Dann wird wie iiblich 
vgl. 8. 86) in Chloroform iibergefiihrt und an Al,O, chromatographiert. Es 
ist kein Glaukobilin vorhanden. Das violette Umsetzungsprodukt ist nicht 
mehr mit Mesobiliviolin identisch, denn seine Haftfestigkeit am Adsorptions- 
mittel ist sehr groB, im Gegensatz zu der des Mesobilinviolin-dimethylesters. 


Hydrochlorid. Beim Schiitteln mit 2 n-Salzsiiure fiirbt sich die 
Lisung des ,,Oxo‘-urobilin-dimethylesters rot und zeigt eine Absorptions- 
bande bei 514...509—483... 465 mu. 

——— ee 


492 


Zinkkomplexsalz. In alkoholischer Zinkacetatlésung zeigt der 
.Oxo“-urobilin- -dimethylester eine Griinfluorescenz mit einer Absorptions- 
bande bei: 518—507 mu. 


(em cen 
512,5 


,0xo“-mesobilirhodin aus ,,Oxo“-urobilin. Die methanolische Lésung 
des ,,Oxo“-urobilin-XIII, a-dimethylesters wird mit festem Ferrichlorid und 
25°,iger Salzsiiure versetzt und 5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Dann wird in Chloroform aufgenommen und mit Wasser und ver- 
dimnter Ammoniaklésung gewaschen. Die so erhaltene orangerote Chloro- 
formlésung zeigt keine ausgesprochene Absorptionsbande, wohl aber eine 
allgemeine Beschattung fast im gesamten Bereich des sichtbaren Lichtes. 


Hydrochlorid. Die salzsaure Chloroformlésung ist violettrot und 
besitzt die Se 


I. 614—595; TI. 565534; IL. 531...508—487; End-Abs. 397 mu. 
—e a — 
604,5 497 


Zinkkomplexsalz. Die obige neutrale Chloroformlésung gibt in 
alkoholischer Zinkacetatlésung eine gelbbraune Fluorescenz. 


Spektrum (siimtliche Banden sehr schwach): I. 634— ; IL. 592—565; 
lil. 515—501; End-Abs. 388 mu. 


y-Mesobiliviolin-XIII, «-dimethylester. Ein einige Monate gelager- 
ter, urspriinglich reinster Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylester wird in Chloro- 
form gelést, mit der 3 fachen Menge Ather versetzt und an peeragrcrereiay: om 


| adsorbiert. Beim Entwickeln mit Chloroform-Ather-Gemisch 1:1, spiiter 2:1 


bildet sich untenstehendes Chromatogramm (S. 88) aus. Die obersts dunkel- 
braune Zone enthalt den w-Mesobiliviolin-XIII, o-dimethylester. Er wird mit 
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Methanol eluiert. Es resultiert eine rote ins Braune tingierende Lésung, 
Nach nochmaliger Uberfithrung des Produktes in Chloroform wird dip 
chromatographische Adsorptionsanalyse wiederholt. Hierbei wird zuletzt mi 
reinem Chloroform entwickelt. Die oberste braune Schicht wird wieder mj; 


braun: w-Mesobiliviolinester 


orange: 


violett-rot: Mesobiliviolinester 





Fig. 4 


Methanol eluiert. Es wird so eine Lésung von sehr reinem w-Mesobili- 
violin-XIII, a-dimethylester erhalten. 


Spektrum: a) in Methanol oder Chloroform: I. Schatten bei 596—556; 
I. (sehr diffuse Bande) 525...518,8—465; End-Abs. 426 mu. 


ee ee 
491 
b) in Ather (Sehatten bei 597—565): L 522...515—494... 482454. 


End-Abs. 


Bei dem Versuch, den w-Mesobiliviolin-dimethylester aus einer alko- 

holischen Lésung mittels Wasser in Ather zu treiben, verbleibt er in der 

wiBrigen Lésung im Gegensatz zum Mesobiliviolin-dimethylester, der sofort 
in die Athersehicht iibergeht. 


423 mu. 


Hydrochlorid. Schiittelt man die Chloroformlésung des y-Mesobili- 
violin-XIII, a-dimethylesters mit verdiinnter Salzsiure, so tritt Umschlag der 
Farbe nach Rotviolett ein. 


Spektrum: a) in Chloroform: 618.5 6§14—593 37 3—552 
an pa 
604 
End-Abs. 423 mu. 
b) in 1°,iger Salzsiure: 610...605—580...535; End-Abs. 407 mu. 


w-Mesobiliviolin-XIII, e-dimethylester gibt in 
intensive Rotfluorescenz. Die Lésung 


Zinkkomplexsalz. 
alkoholischer Zinkacetatlésung eine 
ist in der Durchsicht griin. 


Spektrum: I. 637—626; IT. (Schatten) 587—570; End-Abs. 389 mu. 
—_—< 


631.5 


Die rotbraune Chloroform- 
sich bei Zusatz 


Umsetzung mit Kupfer-(2) -acetat 
lésung yon w-Mesobiliviolin-XIII, e- -dimethylester yverfarbt 
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yon Cu-(2)-Acetat in Methanol iiber Blau nach Griin. Fluorescenz tritt nicht 
auf. Spektrum der griinen Lésung: I. 651... 648—632...630; II. Schatten 


————— 


; 640 
598,5...573; IIL 474—462. End-Abs. 396 my. 


Reduktion des w-Mesobiliviolin-XIII, o-dimethylesters. — a) Mit 
Natriumamalgam. Die Methanollésung des w-Mesobiliviolin-dimethy]- 
esters wird mit einigen Tropfen Wasser versetzt und mit Natriumamalgam 
geschiittelt. Nach einiger Zeit ist véllige Entfarbung eingetreten. Bei Zusatz 
yon p-Dimethylamino-benzaldehyd in Salzsiure zu der vom Amalgam be- 
freiten Lésung tritt nach einigem Stehen Rotfarbung ein, mit folgendem 
Spektrum : 





IL 583... 571,8—547,2 . . . 539,5; I. 511,4... 504—477.. . 473: 
en ao a eee 
558,7 489 


End-Abs. 397 mu. 


Das Spektrum des entsprechenden Mesobilirubinogen-Umsetzungspro- 
duktes ist: I. 572,6—543...534; IL. 503—484; End-Abs. 400 mu. 


eoneetinganneer 
558,4 493 





Kurzes Erwirmen der farblosen Methanollésung mit Eisessig fiihrt zu 
Urobilin, nachgewiesen an Fluorescenz und Spektrum seines Zinkkomplexsalzes. 


b) Reduktion mit Zink-Eisessig. Beim Erhitzen einer Eisessig- 
lisung von w-Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylester mit Zinkstaub tritt nach 
kiirzester Zeit Umschlag der Farbe nach Gelb ein. Das Reaktionsprodukt 
zeigt, in Chloroform iibergefiihrt, die Gmelinsche Reaktion des Mesobili- 


rubins. 


Oxydation des w-Mesobiliviolin-XIII, «-dimethylesters. — a) Mit 
Bleitetracetat. Es wird nach der S. 86 beschriebenen Methode ver- 
fahren. Die Absorptionsbande der Substanz in Eisessiglésung verschiebt 
sich bei der Einwirkung des Pb(OOCCH;), von 610—480 mu nach 510—490 mu. 
Das Zinkkomplexsalz des in Chloroform iibergefiihrten Reaktionsproduktes 
fuoresciert griin und zeigt eine Absorptionsbande mit dem Max. 513 mu. 
..Oxo‘-urobilin). 


b) Mit FeCl,—HCl in Methanol: Methode vgl. S. 86. Es tritt 
véllige Zerstérung des Bilirubinoids ein. Glaukobilin ist auch chromato- 
graphisch nicht festzustellen. 


Versuch zur Darstellung von Iso-mesobiliviolin-IX,c. 110 mg 
Formyl-iso-neoxanthobilirubinsiure wurden mit 100 mg Neobilirubinsiure in 
der $. 80 geschilderten Weise kondensiert und aufgearbeitet. Es wurde 
eine violette Chloroformlésung von Iso-mesobiliviolin-[X, «-dimethylester er- 
halten. Er erwies sich in der Lésung als unstabil. Die Farbe ging nach 
i2 Stunden Stehen in ein miBfarbenes Griin iiber. Beim Schiitteln mit ver- 
dimnter Salpetersiiure oder Salzsiure trat Rotfarbung ein. Nach Schiitteln der 
sauren Lésung mit verdiinnter Natronlauge trat Aufhellung nach Braunrot ein. 
Es war Mesorhodin entstanden, nachgewiesen an der Fluorescenz seines 
Zinkkomplexsalzes. 
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Walter Siedel und Hans Méller, Uber Mesobilivioline 


Mesobiliviolin-XIII, a-dimethylester 
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